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epuis la préhistoire, le fromage est présent dans notre alimentation. Les premières traces de 
fromage apparaissent dès 8000 ans avant J.C. Cette apparition coïncide à celle de l’élevage 
datant du Néolithique. Marqueur de civilisation et de développement humain, le fromage répond à la 
nécessité de conserver le lait, source abondante de protéines.  
Selon l’étymologiste Alain Rey, le terme Fromage est apparu vers 1135. Celui-ci est dérivé du bas 
latin (caseus) formaticus (fait dans une forme) issu du terme forma. Le terme « Fromage » provient 
d’une métathèse du mot « formage » attestée en 1180, détachant ainsi le mot de son origine (Rey, 
1994). 
Le rapport d’information, fait au nom de la commission des Affaires Culturelles sur l’inscription de la 
gastronomie au patrimoine immatériel de l’UNESCO, rappelle que le fromage recèle un potentiel 
d'évolution et de variabilité considérable. La diversité des fromages gaulois retient, à ce propos, 
l'attention du naturaliste Pline l'Ancien (23 av J.C.). Il évoque dans son livre Histoire naturelle, au 
chapitre XLII « De diversitate caseorum » : un fromage au lait de brebis dans la Lozère actuelle 
(semblable au Roquefort), les meules de fromages du pays Arvernes (Salers) amenées vers Rome par 
les soldats romain, ainsi que la grande diversité des fromages Alpins. Aujourd’hui encore, 
l'extraordinaire diversité des fromages français provient de la grande variété des techniques de 
fabrication utilisées mais également de la richesse des terroirs. En 1962, Charles de Gaulle décrète 
« qu'on ne peut pas gouverner un pays qui offre 258 variétés de fromages". Quant à Winston 
Churchill, il déclare pendant l'occupation allemande « qu'un pays capable de donner au monde 360 
fromages ne peut pas mourir". En réalité, il existe plus de 1000 variétés de fromages dont 45 
bénéficient d'une Appellation d’Origine Contrôlée (A.O.C) (Figure 1). Le maintien de cette diversité 
est dû au savoir-faire séculaire combiné à la variété des terroirs.  
La France est réputée comme étant le "pays du fromage" tant au niveau de la production qu’au 
niveau de la consommation. Selon le Centre National Interprofessionnel de l'Economie Laitière 
(C.N.I.E.L, 2012), la France avec 1,80 millions de tonnes de fromages produits se situe, en 2011, au 
troisième rang de la production mondiale de fromages (en volume) après les USA et l’Allemagne. Les 
Français sont les premiers amateurs de fromages, avec une consommation de 23,7 kg de fromage par 
habitant et par année (C.N.I.E.L, 2012). Parmi ces fromages, la préférence des français va aux 
fromages à pâte pressé cuite (Emmental, Comté…). En 2011, les Français ont consommé 220.603 
tonnes de fromages à pâte pressée cuite. Ensuite par ordre décroissant, on retrouve les fromages à 
pâte molle (Camembert, Livarot…), les fromages à pâte pressée non cuite (Reblochon, Salers…), les 
fromages frais salés (Brousse, Mascarpone,…), les fromages de chèvre (Picodon, Valençay,…), les 
fromages fondus (Cancoillotte, Vache qui rit,…) et enfin les fromages à pâte persillée (Roquefort, 





Figure 1 : Carte de France des 45 Fromages AOC français 
 
Toujours en 2011, les exportations de fromages représentent une valeur de 2,8 millions d’euros 
(C.N.I.E.L, 2012). Les pays de l’Union Européenne sont les principaux destinataires de ces 
exportations (65 %). Les fromages à pâte molle, avec 174.159 tonnes, constituent la plus grande part 
des exportations fromagères françaises.  
Pour conserver ce rang, et même l'améliorer, l’industrie fromagère française doit veiller au respect 
des normes d’hygiène de plus en plus strictes et au respect de la qualité organoleptique recherchée 




première mais également le processus de transformation du lait en fromage et notamment l'affinage 
qui constitue l'une des étapes clés du processus de fabrication. L'affinage résulte principalement de 
l'action d’une grande variété de micro-organismes tels que les bactéries, les levures et les 
moisissures qui participent à la transformation du caillé en fromage. L’évolution et l'activité de cette 
flore sont très influencées par les conditions d’affinage ainsi que par les interactions entre les 
différents micro-organismes.  
La flore microbienne est primordiale pour l'établissement des propriétés organoleptiques (arôme, 
saveur, texture et couleur) mais également sanitaires (effet barrière, activités antimicrobiennes). 
Pendant 15 ans, avec l’avènement des techniques taxonomiques en biologie moléculaire, les 
principaux travaux concernant cette flore avaient pour objectif de réaliser un inventaire précis des 
espèces présentes dans les différentes variétés de fromages. Actuellement, nous avons donc une 
image plus juste de la biodiversité de cette flore. Elle est composée de bactéries, levures ou 
moisissure en grande majorité cultivable et est composée de plus d’une vingtaine d’espèces 
majeures.  
Aujourd’hui le fromage est l'aboutissement d'une accumulation de savoirs, de pratiques, 
d'observations et d'ajustements. De nombreuses pratiques fromagères influent et interfèrent sur la 
flore microbienne active (température et temps de chauffe du lait, choix du ferment, taille des grains 
du caillé, intensité du pressage de la pâte, traitement accordé à la croûte, fréquence de 
retournements, degré d'hygrométrie). Cela se traduit alors par une grande diversité de matrices où 
moisissures, bactéries et levures évoluent.  
C’est ainsi que dans le cadre de l’Union Européenne, l'EFSA (Autorité Européenne de Sécurité des 
Aliments) organise un débat pour établir une liste préliminaire d’espèces bactériennes et de levures 
pour lesquelles un statut QPS (Qualified Presumption of Safety) serait recevable. Ces flores 
complexes sont en grande partie inoculées par le producteur au cours du processus. Cependant, dans 
de nombreux fromages, une grande proportion de la flore présente sur le produit fini peut provenir 
de micro-organismes indigènes de l'environnement. Malgré le fait qu’ils sont parfois nécessaires à 
l’élaboration de ces produits, aucun champignon filamenteux ou microorganismes peu étudiés n’ont 
été jugé admissible du fait du manque de connaissances permettant leur traçabilité ou concernant 
leur innocuité. 
 
Regroupant plusieurs laboratoires et industriels, mon sujet de thèse Exploration génomique des 
levures des fromages s’inscrit dans le projet ANR (Agence Nationale de la Recherche) du programme 
ALIA (ALimentation et Industries Alimentaires) : Food Microbiomes. Ce projet a pour but de palier 
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aux manques de connaissances concernant l’identité exacte des flores utilisées dans le fromage, leur 
histoire d’utilisation et leur métabolisme. Ces lacunes ne leur permettent pas d’avoir à l’heure 
actuelle un statut «QPS». Ce travail de thèse est basé sur le développement d’une approche 
innovante obtenue grâce aux nouvelles capacités de séquençage à très haut débit dans le but de 
construire une base de données des signatures nucléiques du « microbiome » de 40 fromages du 
patrimoine français et européen qui constituera ainsi une référence pour l’étude des écosystèmes 
fromagers. De plus, il conviendra au cours de ce programme de développer des outils innovants qui 
faciliteront l’identification des microorganismes quelle que soit la réglementation. 
Tout d’abord, les connaissances actuelles dans la fabrication et l'affinage des fromages ainsi que la 
microbiologie de l’affinage du fromage seront présentées sous forme d’une synthèse 
bibliographique. Une deuxième partie abordera les connaissances taxonomiques des levures et leur 
utilisation dans les fromages. Puis, l’étude de la levure Geotrichum candidum sera présentée dans la 
troisième partie de cette introduction. Ensuite, nous nous intéresserons à l’adaptation des levures 
aux conditions industrielles et leur évolution due aux utilisations humaines. Enfin dans une dernière 
partie seront présentées les différentes méthodes de typages effectuées sur les levures et, en 
particulier, les différentes méthodes de typage existantes sur Geotrichum candidum. 
La partie résultats aura pour but d’apporter des connaissances académiques sur la levure G. 
candidum et sur les souches industrielles : phylogénie, diversité et premières analyses du génome.  
Finalement, une conclusion générale récapitulera les principaux résultats de ce travail et apportera 
une analyse plus globale en termes d’application dans la stratégie de sélection des ferments 
d’affinage. Le manuscrit se conclura en présentant les principales perspectives envisagées pour la 
poursuite de cette thématique de recherche.  
En annexe I et II seront présentées deux publications auxquelles j’ai contribué : une revue portant sur 
les nouvelles perspectives de la taxonomie des levures hémiascomycètes et une publication sur la 

































1 LE FROMAGE, UN ECOSYSTEME MICROBIEN COMPLEXE 
1.1 Principes généraux de la technologie fromagère 
Les fromages sont issus d’un savoir faire traditionnel, acquis au cours des siècles, qui fait partie du 
patrimoine culturel de l’humanité. Selon le décret n° 88-1206 du 30 décembre 1988, le terme 
«fromage» est réservé au produit obtenu à partir de matières d'origine exclusivement laitière. La 
base essentielle du fromage est le lait. Il peut être de diverses origines, de vache principalement, 
mais également de brebis, de chèvre, de bufflonne ou d'autres mammifères. Ce produit peut être 
fermenté ou non, affiné ou non, utilisé seul ou en mélange, coagulé en totalité ou en partie avant 
égouttage ou après élimination partielle de son eau. Il constitue alors un moyen de conservation 
alimentaire. 
Le processus de la fabrication du fromage passe par quatre grandes étapes de fabrication :  
 La première étape est le caillage, appelé aussi la coagulation. Il s’effectue grâce à une acidification 
du lait dans le cas des fromages frais ou par apport d’enzymes coagulantes. Elle conduit à l’obtention 
d’un gel ou coagulum. 
 L’étape qui suit est l’égouttage. Elle correspond à la séparation du caillé, la phase solide, et du 
lactosérum, une phase liquide composée d’eau et des matières solubles (lactose, sels minéraux et 
protéines solubles). Le salage complète l’étape d’égouttage et contribue à la formation de la croûte. 
 Le salage agit directement ou par intermédiaire de l’activité de l’eau du fromage sur le 
développement des microorganismes et sur les activités enzymatiques au cours de l’affinage. Il 
conduit à la formation de la croûte en créant une zone riche en sel et faible en eau.  
 Enfin, l’affinage est le stade ultime du processus. Il consiste en une digestion enzymatique, 
essentiellement d’enzymes microbiennes, du caillé sous l’action des agents coagulants et des 
microorganismes de la flore, qui complètent et achèvent ce processus de maturation appelé 
«protéolyse». Il conduit à l’obtention d’un fromage affiné.  
La composition et l’évolution de la flore du fromage joue un rôle primordial dans la typicité et la 
qualité du produit obtenu. La durée de l’affinage varie d’un fromage à un autre, de quelques 
semaines pour un Camembert à plusieurs mois pour un fromage à pâte. Le fromage évolue donc 
différemment en fonction du type de pâte pour dégager des saveurs typiques de chaque terroir. 
Seuls les fromages à pâtes fraîches ne subissent pas cette étape d’affinage. 
Selon les paramètres mis en œuvre au niveau des différentes étapes de transformation du lait en 
fromage, une grande variété de produits peut être obtenue tel que traduit par Fox (2004). Il existe 





Figure 2 : Diversité de fabrication des spécialités fromagères 
 
1.2 La microbiologie de l’affinage  
L’écosystème fromager est une véritable source de biodiversité du fait de la composition de sa flore 
microbienne. En effet, bactéries, moisissures et levures cohabitent sur la croute et à l’intérieur même 
du fromage. 
1.2.1 Les flores bactériennes 
La flore bactérienne des fromages est composée de bactéries Gram négatif qui appartiennent aux 
familles des Moraxellaceae, Pseudomonadaceae et des Enterobacteriaceae. Elles possèdent des 
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Elle est aussi composée des bactéries Gram positif, les staphylocoques et les bactéries corynéformes. 
Les staphylocoques retrouvés dans le fromage sont Staphylococcus equorum, Staphylococcus 
vitulinus et Staphylococcus xylosus. Les souches isolées sont halotolérantes et possèdent aussi des 
propriétés lipolytiques et protéolytiques qui participent au processus d’affinage. Les bactéries 
corynéformes sont acido-sensibles et le plus souvent aérobies. Le genre le plus étudié est 
Brevibacterium. Ces bactéries possèdent des activités protéolytiques, lipolytiques et estérasiques 
favorisant leur développement sur la matrice fromagère tout en conduisant à la synthèse de 
composés d’arômes qui participent aux saveurs du fromage (Goerges et al., 2008). 
1.2.2 Les flores fongiques 
Outre les espèces emblématiques, Penicillium camemberti et Penicillium roqueforti, les champignons 
issus de fromages ne sont pas bien connus. Il a été recensé près de 24 espèces différentes dont P. 
camemberti, P. roqueforti et Mucor sp. (Hayaloglu et Kirbag, 2007).  
Dans le cadre de ce projet, une taxonomie des champignons filamenteux et des mucors trouvés dans 
les fromages a été effectué. 
Le genre Mucor comprend différentes espèces rencontrées dans les fromages. Dans une étude 
incluant 70 Mucor sp., Hermet et al. (2012) recense 6 espèces du genre Mucor dans les fromages. Ce 
sont : M. circinelloides, M. racemosus, M. brunneogrisus, M. spinosus, M. fuscus et M. lanceolatus 
(Hermet et al., 2012). 
Les ascomycètes filamenteux isolés de fromage sont principalement des membres issus de deux 
classes : les Eurotiomycetes et les Sordariomycètes (Ropars et al., 2012). Au sein des Eurotiomycetes, 
trois genres sont capables de se développer sur les fromages, Penicillium, dont les fameux P. 
roqueforti (fromages bleus, fourmes) et P. camemberti (camemberts, bries, coulommiers, etc.). Ou 
encore le genre Sporendonema, auquel appartient S. casei, utilisé pour le cantal et le salers. Quant à 
la classe des Sordariomycètes, on y trouve deux grands genres : les Fusarium (F. domesticum dans le 
saint-nectaire et le reblochon) et les Scopulariopsis (S. spp. dans les tommes des Pyrénées et l’Ossau-
Iraty du Pays basque). Les moisissures jouent un rôle déterminant dans la formation des 
caractéristiques sensorielles des fromages. 
Parmi les flores fongiques présentes dans les fromages sont aussi retrouvées les levures. 
2 LES LEVURES HEMIASCOMYCETES 
Les levures, en raison de leur capacité à fermenter les sucres pour produire l'éthanol et du dioxyde 
de carbone, sont bien connus pour leur rôle important dans la fabrication de divers aliments et 
boissons. Ils ont été utilisés depuis des millénaires pour fabriquer des boissons fermentées et des 
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aliments tels que le vin, le cidre, la bière, le pain et les produits laitiers. Les levures qui nous 
intéressent ici sont aussi appelées hémiascomycètes et appartiennent aux sous phylum des 
saccharomycotina (James et al., 2006). Les relations phylogénétiques de 70 espèces types 










































2.1 Taxonomie des levures 
La taxonomie consiste essentiellement à : (i) une classification des micro-organismes en groupes 
taxonomiques selon leur ressemblance et une similarité de séquence, (ii) la catégorisation de ces 
groupes définis, et (iii) la description de nouveaux organismes. La taxonomie se réfère souvent à 
l'approche systématique qui établit des différences et des relations entre les organismes afin de les 
caractériser et de les classer. 
2.1.1 Méthodes d’identification biochimique, physiologique et morphologique 
Il existe de nombreuses méthodes d’identification des microorganismes basées sur les 
caractéristiques phénotypiques et physiologiques. La combinaison de ces deux caractéristiques a 
traditionnellement été utilisée pour les études de taxonomie des levures. Les caractéristiques 
phénotypiques analysées sont généralement la morphologie avec une observation au microscope 
pour déterminer le type de l’espèce (levure, champignon ou intermédiaire), la résistance au toucher, 
pour déterminer si une souche est grasse, poudreuse, libère de l’eau ou se décolle de la gélose, et la 
croissance (Marcellino et al., 2001). Les caractéristiques physiologiques étudiées sont généralement 
la fermentation de sucres, l’assimilation de sources de carbone, l’assimilation de huit sources 
d'azote, la croissance sur cycloheximide à 0,01 %, la croissance sur glucose 50 %, la thermo tolérance 
via test de croissance à quatre températures différentes : 30°C, 35°C, 37°C et 40°C, la production 
d'uréase sur milieu Christensen, la dégradation de l'arbutine, la dégradation d'amidon (pour 
certaines espèces), la sporulation, la résistance aux antifongiques ou l’osmotolérance. 
Cependant, ces tests ne sont pas satisfaisants pour la délimitation et l'identification des espèces de 
levures. Les méthodes basées sur les caractéristiques phénotypiques et physiologiques sont de moins 
en moins utilisées du fait de leur faible reproductibilité et leur faible capacité à discriminer les isolats. 
Ainsi, les méthodes de typage moléculaire sont largement répandues (Vanhee et al., 2010).  
2.1.2 Méthodes d’identification moléculaire 
Le séquençage de l’ADN a complètement bouleversé notre vision de la taxinomie des espèces. Les 
séquences d’ADN ribosomiques ont fait preuve de leur universalité et se montrent appropriées à la 
délimitation des espèces (Kurtzman, 1992; White et al., 1990). Ainsi dans un premier temps, la 
séquence D1D2 du 26SrDNA a été majoritairement utilisé (Kurtzman et Robnett, 1998). Utilisées en 
parallèle pour l’identification des champignons, les séquences ITS sont depuis peu considérées 
comme un potentiel « barcoding » moléculaire universel pour les espèces fongiques (Schoch et al., 





Figure 4 : Schéma représentatif de la grande sous unité de l'ADN ribosomique 
 
Dans la majeure partie des cas, la séquence D1/D2 est considérée comme discriminante pour 
l’identification des levures. Toutefois, certains exemples montrent que ce n’est pas toujours le cas 
(Jacques et al., 2009; Kurtzman, 2011). 
Cependant, d’un point de vue phylogénétique, il est apparu que les analyses multigéniques sont plus 
discriminantes et fournissent des arbres plus robustes (Kurtzman et Robnett, 2003). Cela a conduit à 
une nouvelle classification des principaux clades de levures, celle-ci reste à terminer (Kurtzman et 
Robnett, 2012). 
Plus récemment, la disponibilité d’un nombre croissant de génomes complets a apporté une nouvelle 
perspective à la taxonomie moléculaire en fournissant un grand nombre de gènes à comparer. 
Aguileta et al. (2008) propose alors un set de 246 gènes performants pour établir une phylogénie 
robuste. Plus de détails sur la taxonomie des levures sont présentés en annexe 1 de ce manuscrit. 
La classification des espèces est toujours en évolution, il est fort à parier que les clades établis vont 
être changés devant la recrudescence de nouvelles études écologiques entreprises. Bien qu‘encore 
centrées sur les espèces du genre Saccharomyces, ces études écologiques sont effectuées dans de 
nombreuses régions du monde (Equateur,…) (James et al., 2012) et dans des écosystèmes nouveaux 



















2.2 Rôles des levures dans les fromages 
Par leur caractère ubiquitaire, les levures sont fréquemment retrouvées dans les fromages. Certaines 
espèces sont particulièrement adaptées à ce type de substrat car elles ont la capacité de se 
développer à basse température, à un faible pH et/ou à de fortes concentrations en sel (Fleet, 1990). 
Le rôle le plus largement décrit de ces levures dans la fabrication fromagère est la consommation de 
l’acide lactique qui provoque un phénomène fondamental, la désacidification du caillé. Cela rend 
possible le développement des bactéries d’affinage acido-sensibles (Gueguen, 1992). Ainsi, 
l’implantation précoce de Brevibacterium aurantiacum et/ou linens, ou de la flore corynéforme est 
favorisée par la croissance de G. candidum (Lecocq et al., 1996) ou de D. hansenii (Eliskases-Lechner 
et Ginzinger, 1995). L’activité lipolytique et protéolytique peut conduire à des modifications de 
texture (Vassal et al., 1986) ou à des meilleures activités enzymatiques. Les levures ajoutées au 
fromage contribuent à l'affinage et au développement de la flaveur.  
Dans une revue, Fleet (1990) liste différentes propriétés des levures sélectionnées pour leur 
croissance et leur prédominance dans les produits laitiers (Tableau 1) 
 
 
Tableau 1 : Liste des différentes propriétés des levures sélectionnées pour leur croissance et leur 
prédominance dans les produits laitiers (Fleet, 1990) 
 
L’étude des populations de levures dans le livarot (Gente et al., 2007), montre que les espèces de 
genre Kluyveromyces interviennent en début d’affinage. Alors que G. candidum et D. hansenii jouent 
un rôle tout au long de l’affinage et peuvent aussi bien participer à la désacidification du caillé qu’à la 
production de composés aromatiques. Les principales levures trouvées dans les fromages sont listées 
dans le Tableau 2. 
 
 
1. Fermentation ou assimilation du lactose
2. Production d'enzymes protéolytiques extracelluaires
3. Production d'enzymes lipolytiques extracellulaires
4. Assimilation de l'acide lactique ou lactate
5. Assimilation d'acide citrique
6. Croissance à basse température
7. Tolérance à une concentration élevée en sel




Tableau 2 : Liste des principales espèces de levures trouvées dans les fromages 
 
L’action des levures commence dès les premières heures de l'égouttage et se poursuit pendant tout 
l'affinage. Nous retrouvons alors dans le fromage une succession de flores qui interagissent entre 
elles au cours d’un processus dynamique. Ainsi, les levures dans les produits laitiers peuvent interagir 
avec d'autres microorganismes de deux manières différentes : (i) elles peuvent contribuer 
positivement au processus de fermentation ou de maturation en soutenant la fonction de la culture 
de départ ; (ii) elles peuvent inhiber ou éliminer les micro-organismes qui ne sont pas souhaités 
parce qu'ils provoquent des défauts de qualité ou possèdent des caractères pathogènes potentiels.  
Le rôle possible des interactions positives entre les levures et ferments lactiques est bien documenté 
sur les fromages. Ainsi en début d’affinage, Debaryomyces hansenii entre en jeu. Cette levure peut 
tolérer des niveaux de salinité jusqu'à 24 %, alors que la croissance de Saccharomyces cerevisiae est 
inhibée lorsque la salinité atteint 10 %. De plus, D. hansenii est capable de se développer à faible 
température. De ce fait, l’aptitude de certaines souches de D. hansenii à utiliser le lactose et l’acide 
lactique, à croître à basse température, en milieu acide et en présence de sel sont autant de raisons 
qui permettent à cette espèce de dominer dans les saumures et les fromages (Besancon et al., 1992; 
Fleet, 1999; Roostita et Fleet, 1996b). Ces propriétés lui confèrent un rôle important dans plusieurs 
processus agro-alimentaires. D. hansenii est l'espèce de levure la plus couramment trouvée dans tous 
les types de fromage. D. hansenii est également fréquent dans les laiteries et en saumure, (Seiler et 
Busse, 1990). Elle est la levure majoritaire des fromages à pâte molle et à croûte lavée. Certaines 
souches de D. hansenii présentent la particularité de consommer le lactose et l’acide lactique en 
Espèces les plus fréquemments décritesb,c Espèces rarement décritesb,c
Kluyveromyces marxianus  var. marxianus Saccharomyces unisporus
Kluyveromyces lactis  var. lactis Saccharomyces exiguus
Debaryomyces hansenii Dipodascus capitatus
Debaryomyces fabryi Pichia fermentans  var. fermentans
Debaryomyces tyrocola Pichia kluyverii  var. kluyverii
Saccharomyces cerevisiae Pichia membranifaciens
Candida zeylanoides Pichia pseudocactophila
Candida catenulata Candida rugosa
Candida intermedia Candida sake
Geotrichum candidum Candida tenuis
Torulaspora delbrueckii Pichia jadinii






c: en gras sont présentées les espèces de levures séquencées
Levures présentes dans les fromages 
b: L'appartion d'une espèce et son nombre de représentants varient considérablement selon 
le type de fromage, la laiterie, la localisation géographique, la saison. Seules les espèces les 





même temps. Cette levure désacidifie très rapidement le caillé lors de la fabrication fromagère 
(consommation de l’acide lactique et production d’ammoniac lors de la dégradation des acides 
aminés) (Mounier et al., 2008). En compétition avec D. hansenii, Kluyveromyces lactis et 
Kluyveromyces marxianus sont deux levures retrouvées naturellement dans le fromage. Elles sont 
aussi utilisées en technologie fromagère par leur ensemencement volontaire dans le lait. Les levures 
du genre Kluyveromyces ont la capacité de consommer le lactate et le lactose. Ainsi les 
Kluyveromyces participent à la désacidification de caillé (Cholet et al., 2007; Kagkli et al., 2006). La 
désacidification du caillé permet l’implantation ultérieure d’une flore acido-sensible comme les 
bactéries corynéformes.  
Cependant, les souches Kluyveromyces lactis sont préférentiellement des agents d'aromatisation en 
cours d’affinage. En effet, les levures du genre Kluyveromyces sont capables de produire des 
composés d’arôme variés, principalement des esters aux notes fruitées et des alcools. K. lactis peut 
produire des composés soufrés volatils (CSVs) comme le méthanethiol (MTL), le diméthylsulfure 
(DMS), le diméthyldisulfure (DMDS), le diméthyltrisulfure (DMTS) ou encore le méthythioacétate 
(MTAc) (Arfi et al., 2002). Il est à noter que D. hansenii possède aussi des capacités aromatiques 
intéressantes, notamment par la production de composés soufrés tels que le DMDS, DMTS et le 
MTAc (Cholet et al., 2007). 
Yarrowia lipolytica est une levure aérobie stricte retrouvée dans les matrices alimentaires riches en 
lipides et en protéines telles que les fromages et la charcuterie (Gardini et al., 2001; Mounier et al., 
2009). Cette levure sécrète des protéases, des lipases, des phosphates et des estérases qui favorisent 
son développement sur la matrice fromagère (Mansour et al., 2008). Elle n’est pas utilisée comme 
starter et est parfois considérée comme contaminant. 
Saccharomyces cerevisiae est généralement connue pour son implication dans l’élaboration du pain, 
du vin et de la bière. Elle est utilisée dans les deux derniers cas pour sa contribution lors de la 
fermentation alcoolique (Fleet, 2003). Cette levure a été, par ailleurs, identifiée dans différent types 
de fromages (Romano et al., 2001; Roostita et Fleet, 1996b; Viljoen et Greyling, 1995). S. cerevisiae 
n’assimile ni le lactose ni l’acide lactique (Hansen et Jakobsen, 2001; Roostita et Fleet, 1996a). Sa 
croissance dans les produits laitiers serait donc liée à l’utilisation des acides aminés comme source de 
carbone et d’azote. L’influence de S. cerevisiae sur les qualités organoleptiques fromagères n’a pas 
encore été caractérisée. Cependant, il a été observé que les souches retrouvées dans le fromage 
présentent une résistance accrue au sel (Hansen et Jakobsen, 2001). 
L'industrie alimentaire étant constamment en recherche de développement de nouveaux produits, 
les levures présentent de nouvelles pistes d’exploitation. En effet, les levures se développent en 
coopération avec les bactéries lactiques, et sont souvent à l’origine de la typicité organoleptique des 
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produits. De plus, les levures peuvent être utilisées comme barrière biologique contre les micro-
organismes indésirables et comme agents probiotiques (Fleet, 2007).  
Dans ce qui suit, la taxonomie ainsi que les différentes connaissances sur Geotrichum candidum 
décrites seront détaillées. 
 
3 LA LEVURE GEOTRICHUM CANDIDUM 
3.1 Taxonomie de Geotrichum candidum 
La taxonomie de G. candidum a longtemps été débattue comme l’atteste les nombreux noms qui lui 
ont été attribué. La levure Geotrichum candidum a été décrite par Link en 1809. Depuis, plusieurs 
synonymes lui ont été attribués tels que : Botrytis geotricha (Link 1824), Oidium lactis ou Oospora 
lactis (Wouters et al., 2002), Endomyces geotrichum (Butler et Petersen, 1972), Galactomyces 
geotrichum (Redhead et Malloch, 1977), Galactomyces candidus (de Hoog et Smith, 2004)  

















Tableau 3 : Evolution du nom de l'espèce Geotrichum candidum et différents synonymes retrouvés 
(www.mycobank.com) 
 






Oidium lactis ou Oospora lactis 2002
Galactomyces candidus ou Gal. candidum 2004
Mycoderma malti-juniperini 1827
Acrosporium candidum (Link) 1827
Torula geotricha 1829






Oidium suaveolens var. minutum 1923
Oospora fragrans var. minuta 1923
Oospora lactis var. parasitica 1923
Oospora lactis var. exuberans 1931











































Mycoderma malti juniperini 1827
Acrosporium candidum 1827
Torula geotricha 1829





Oid um matalense 1915
Oidiu suaveluens var. minutum 1923
Oospora fragrans var. minuta 1923
Oospora lactis var. exuberans 1923
Geotrichum matalense var. chapmanii 1932
Geotrichum javanense 1933
Geotrichum versiforma 1934








Bien que placé de façon non ambigüe dans les levures hémiascomycètes sur la base de la séquences 
D1/D2 par Kurtzman et ses collaborateurs (Kurtzman et Robnett, 1995), de nombreux auteurs ont 
continué à considérer G. candidum en tant que champignon filamenteux. Elle est pourtant décrite 
comme moisissure par Wouters et al. (2002), ou encore présentée comme « filamentous yeast-like 
fungi » par de Hoog et Smith (2004). En raison de sa morphologie semblable aux champignons et de 
sa position taxonomique particulière, beaucoup de confusions ont été associées à la désignation de 
cette espèce. Ainsi, considéré comme un champignon, la forme imparfaite n’a pas été décrite comme 
un Candida mais comme Geotrichum. Ainsi lors de la mise en évidence de sexualité chez cette 
espèce, le téléomorphe de cette espèce a été proposé comme étant Endomyces Geotrichum (Butler 
et Petersen, 1972). Cette espèce a ensuite été réaffectée au genre Galactomyces sous le nom 
Galactomyces geotrichum (Redhead et Malloch, 1977). Cela a conduit à l’actuelle coexistence d'une 
espèce avec deux noms de genres, Geotrichum et Galactomyces. Geotrichum candidum est donc le 
synonyme de Galactomyces candidum.  
En utilisant la méthode d'hybridation de l'ADN, quatre sous-groupes de G. geotrichum : G. 
geotrichum stricto sensu, G. geotrichum groupe A, B et C ont été distingués dans ce complexe (Smith 
et al., 1995). Une étude utilisant la méthode classique d'identification et le calcul du % GC a été 
réalisée pour identifier les taxons des genres : Geotrichum, Galactomyces et Dipodascus (Smith et al., 
2000). Plus récemment, une analyse taxonomique basée sur la phylogénie 18S et ITS de Geotrichum 
et des genres apparentés tels que Dipodascus, Magnusomycetes et Spharochaete a suggéré que le 
complexe G. geotrichum / G. candidum contenait quatre espèces distinctes (de Hoog et Smith, 2004). 
L'état de téléomorphe de G. candidum a été changé de Gal. geotrichum à Gal. candidus, depuis cette 
espèce est distinguée de Gal. geotrichum (Figure 5).  
 
 
Figure 5 : Nomenclature actuelle des Galactomyces candidus / Geotrichum candidum.  




Dipodascaceae Famille     Candidaceae
Galactomyces Genre     Geotrichum


























Ce changement de nom de genre a entrainé depuis de nombreuses confusions entre Galactomyces 
geotrichum et Geotrichum candidum. Ainsi, il est fréquent lors de la description de nouvelles espèces 
que Gal. geotrichum soit présent et non Gal. candidum. 
Les deux noms de genre étant accepté, pour des raisons de praticité, nous avons choisi d’utiliser la 
dénomination de G. candidum dans cette étude car c’est sous cette dénomination que cette espèce 
est très utilisée dans l'industrie biotechnologique et agro-alimentaire. Ainsi, un changement de nom 
pourrait introduire des confusions supplémentaires importantes.  
La séquence d'ADN ribosomique, bien que très utile pour différencier les espèces n’a pas était en 
mesure de résoudre l’énigme de cette taxonomie. 
Il a par ailleurs été montré sur la base de l’étude de 62 souches, que Geotrichum candidum possède 
un polymorphisme dans sa séquence de rDNA. 32 séquences différentes ont pu être déterminées 
(Alper et al., 2011). Ce polymorphisme n’est pas exclusif à G. candidum et peut être trouvé chez 
d’autres espèces comme Clavispora lusitaniae (Lachance et al., 2003). Il existe 10 variants de la 
région D1/D2 du rDNA dans les souches de C. lusitaniae. Le polymorphisme peut aller jusqu’à plus de 
60 paires de base dans la région 18S-ITS1-5,8S-ITS2-26S (Figure 4). L’utilisation de ce type de 
séquences pour l’identification de Geotrichum candidum peut-être alors remise en cause. Cependant 
chez les hémiascomycètes, ces analyses multigéniques ont amélioré la classification des levures 
ascomycètes en fournissant des taxons circonscrits et des phylogénies robustes (Kurtzman et 
Robnett, 2003; Suh et Blackwell, 2006). Au moment où j’écris ces lignes, Groenewald et al. (2012) 
vient de publier une étude des Geotrichum bryndzae, Geotrichum phurueaensis, Geotrichum silvicola 
et Geotrichum vulgare, en utilisant la concaténation des régions D1/D2 et de gène partiel de l’actine. 
G. bryndzae et G. silvicola sont à présent considérés comme Gal. candidum et G. vulgare comme G. 
pseudocandidum. Par conséquent, l’actuelle classification de Geotrichum et des taxons apparentés 
est uniquement basée sur les séquences 5,8S et la séquence dite D1D2 du LSU RDNA et de l’exon de 











































Selon la description (de Hoog et Smith, 2011), Geotrichum candidum produit des asques sur des 
hyphes indifférenciés sans cloisonnement visible, ou sur le même hyphe avec des gamétanges 
irrégulières. Un asque peut être formé d’une ascospore. Les ascospores sont globalement 
ellipsoïdales et ont une taille de 4,0 à 5,5 × 6-8 µm (Figure 7 et Figure 8). 
 
Figure 7 : Geotrichum candidum, CBS 180.33 × CBS 557.83. (de Hoog et Smith 2011) 
 
 
Figure 8 : Microscopie électronique à balayage de milieu contenant G. candidum (Mariani et al., 





Asques bipodales prédominants avec ascospores matures. 
Echelle, barre = 10 μm.
A: G. candidum (cylindre) et bactéries sur la surface d’une étagère en bois d’une  laiterie x1300






L'étude des caractères des cultures de G. candidum sur différents milieux solides (Gueguen et 
Jacquet, 1982) montre qu’il est possible de différencier 3 types morphologiques sur l’unique milieu à 
l'extrait de malt : 
 Type 1 : souches de couleur crème, à l'aspect levuriforme, à température optimale située entre 22 
et 25°C, à croissance plus réduite à 30°C, à production abondante d'arthrospores, donnant peu de 
mycélium ; plutôt acidifiantes, à activité protéolytique faible. 
 Type 2 : souches dites « intermédiaires ». 
 Type 3 : souches bien blanches, plus ou moins feutrées, à température optimale plus élevée (25-
30°C), à croissance plus faible à 22°C, sporulant peu, produisant en milieux liquides des mycéliums 
plus importants que les souches du type 1 ; plutôt alcalinisantes, à activité protéolytique plus 
marquée. 
 
3.3 Rôles de Geotrichum candidum dans les fromages 
Outre le fait que l’on trouve des G. candidum dans différents habitats comme les plantes, le sol, 
l’eau, les fourrages, le tractus digestif de l’homme et d’autres mammifères (Pottier et al., 2008),  
on fait état de présence de G. candidum dans la plupart des inventaires de levures des produits 
laitiers et dans l’ensemble des fromages de production française. La levure d’intérêt apparaît dans les 
premiers stades de maturation sur fromages à pâte molle comme le Camembert, ou des fromages à 
pâtes semi-dures (Saint-nectaire, Reblochon) (Marcellino et al., 2001). G. candidum est l’espèce de 
levure dominante dans le Livarot (Larpin et al., 2006), mais aussi dans des fromages italiens comme 
le Pecorino, la caciotta, la feta, la ricotta fromage au lait de brebis de Sardaigne (Cosentino et al., 
2001; Fadda et al., 2001; Fadda et al., 2004). Dans ces derniers fromages, G. candidum est l’espèce 
dominante après D. hansenii avec 281 souches identifiées. Dans le fromage polonais : le Rokpol 
(Wojtatowicz et al., 2001), G. candidum est la levure la plus fréquemment identifiée après  
D. hansenii, C. spherica, C. intermedia. 
G. candidum joue de nombreux rôles importants dans la fabrication fromagère, en particulier durant 
l’étape d’affinage où elle apparaît très tôt. G. candidum libère des enzymes comme des lipases et des 
protéases. L’activité de ces dernières libère des acides gras et des peptides pouvant être métabolisés 
par les autres populations microbiennes et qui contribuent au développement des saveurs et des 





G. candidum réduit l’amertume des camemberts industriels à travers l’activité de ses 
aminopeptidases et confère un arôme similaire au camembert traditionnel normand (Mourgues et 
al., 1983). De nombreuses publications font état de son implication dans la fabrication d’arôme. Ce 
sont essentiellement des composés soufrés volatiles (CSV) qui sont alors produits, comme le 
méthanethiol (MTL) (Demarigny et al., 2000). Il a été montré que G. candidum possède un fort 
potentiel à dégrader la L-méthionine. Suite à cette dégradation des composés tels que le MTL, le 
sulfure de diméthyle (DMS), le disulfure de diméthyle (DMDS), le trisulfure de diméthyle (DMTS) sont 
alors produits. De plus G. candidum est le seul microorganisme à produire le S-méthyl-thioacétate 
(MTA) (Bonnarme et al., 2001a; Bonnarme et al., 2001b). 
Il est alors intéressant de noter l’influence du précurseur de biosynthèse du composé soufré. Ainsi 
lorsque ce dernier est le S-méthylméthionine, le composé soufré majeur formé est le DMS. Alors que 
lorsque celui-ci est le L-méthionine, tous les composé cités plus haut sont formés (Spinnler et al., 
2001). Arfi et al. (2002) décrit la capacité des levures à générer des composés aromatiques volatiles. 
A l’inverse de K. lactis l’apport de MTL exogène ne se traduit pas par une augmentation de 
production de MTA chez G. candidum. Cependant, si G. candidum produit peu d’ester, il génère une 
grande quantité de CSV. 
Geotrichum candidum est donc une levure d’intérêt pour la production de CSV dans les fromages. 
Cependant, comme nous l’avons vu, G. candidum est utilisée avec de nombreux microorganismes 
dans le processus de fabrication des fromages. Nous allons maintenant voir quelles sont les 
différents bénéfices de ces associations ou compétitions.  
Lorsque que l’on fait entrer G. candidum et Y. lipolytica dans la flore, les fromages se distinguent 
particulièrement par leur forte intensité aromatique et leurs notes de Munster et d’ammoniac. 
L’association des deux levures augmente la production de DMTS (Martin et al., 2001).  
En fin d’affinage, G. candidum prépare la surface du fromage pour la colonisation par les bactéries 
sensibles à l’acidité comme Brevibacterium sp. (Corsetti et al., 2001). Les métabolites produits par G. 
candidum peuvent aussi inhiber les Listeria monocytogenes (Dieuleveux et al., 1997; Dieuleveux et 
al., 1998), et sont capables d’inhiber la croissance ou la sporulation de Mucor sp. (Boutrou et 
Gueguen, 2005). La densité de la population de G. candidum à un effet sur la maturité de la croûte, 
une faible densité facilite les échanges de gaz dans la surface des fromages. G. candidum 
prédominant sur la croûte du fromage aide à déterminer la texture, la cohésion et l’épaisseur de la 
croûte. Dans certains fromages comme le St. Marcellin, G. candidum est responsable de l’apparence 
du fromage conférant une surface uniforme, blanche et « manteau » de velours (Gueguen, 1992). De 
manière générale, les souches de G. candidum sont utilisées, par les fromagers et l’industrie agro-





bonne maturation du fromage. G. candidum entre dans la composition des levains mixtes. Bachmann 
et al. (2003) montre que l’utilisation de G. candidum dans les levains permet de combattre le défaut 
de morge (la croûte orangée de certains fromages devient trop épaisse et visqueuse) (Figure 9). 
 
 
Figure 9 : Mise en place d’un levain mixte pour limiter les défauts de morge d’après Bachmann et 
al. (2003) 
 
3.4 Geotrichum candidum et santé 
L’espèce G. candidum n’a pas été listée comme pathogène par l’administration française de sécurité 
biologique (Journal Officiel de la République Française, 1994) et elle n’apparaît pas non plus dans la 
liste officielle des agents biologiques publié par Advisory Committee on Dangerous Pathogens (ACDP) 
(2004). La consommation du fromage est la source majeure d’exposition à cette espèce. Il a été 
montré que même s’il a été consommé, il n’y a pas de colonisation du tube digestif. Les souches qui 
ont survécu sont retrouvées dans les selles. Rétrospectivement aucune maladie alimentaire n’a 
impliqué la consommation de produits contenant G. candidum (Pottier et al., 2008). Opportuniste 
par excellence, on retrouve des souches cliniques de G. candidum probablement issus d’infections 
chez des individus immunodéprimés (Vasei et Imanieh, 1999). Considérée comme une mycose 
superficielle, les médecins parlent alors de « geotrichose ». On peut tout de fois mettre en doute les 
identifications comme cela a été le cas pour les cas d’infection où D. hansenii avait été identifiée à 
tort (Desnos-Ollivier et al., 2008). Il est à noter que la plupart des identifications médicales sont 
effectuées par des non-taxonomistes selon les propriétés physiologiques et morphologiques bien 
moins performantes que les identifications moléculaires. 
 
A B
A:  A gauche, fromage avec bonne surface avec le levain contenant Geotrichum candidum; à droite, fromage avec 
croute visqueuse avec levain de référence
B: Croissance de Geotrichum candidum sur croute lavée
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3.5 Les autres utilisations de Geotrichum candidum 
Outre ses propriétés utiles pour les industriels laitiers, G. candidum a aussi été décrit comme un 
pathogène de plante. En effet, comme Botrytis cinerea, G. candidum à l’instar de G. citri aurentii peut 
provoquer la dégradation des parois cellulaires végétales par des enzymes pectolytiques produites 
(Barth et al., 2009). Bien sur, il faut ici être encore une fois prudent quant aux confusions possibles et 
fréquentes entre G. candidum et Gal. geotrichum. Cependant, nous allons voir à présent que G. 
candidum peut avoir d’autres applications industrielles (production d’enzymes, dépollution…). 
3.5.1 Production d’enzymes 
Une endo beta xylanase a été purifiée et caractérisée chez G. candidum (Rodionova et al., 2000). Les 
auteurs mettent alors en avant l’utilisation potentielle de cette enzyme dans le processus de 
biodégradation du bois. En 2000, une polygalacturonase (PG) extracellulaire a été caractérisée 
(Guessous et al., 2000). Isolée à partir d'agrumes putréfiés, Geotrichum candidum montre une 
activité pectinolytique. La souche de Geotrichum candidum synthétise une polygalacturonase 
extracellulaire active sur la pectine et l'acide polygalacturonique. Récemment, une nouvelle PG a été 
caractérisée sur une culture sur le marc de raisin comme seul source de carbone (Illková et al., 2012). 
Enfin une peroxydase (DyP) a été caractérisée et produite chez G. candidum sur des mélasses comme 
source de carbone (Lee et al., 2000; Sugano et al., 1999). L’expression de cette enzyme hétérologue a 
ensuite été montrée et produite dans Aspergillus oryzae (Sugano et al., 2001; Sugano et al., 2000). Il 
existerait alors chez la levure G. candidum des enzymes de type peroxydase que l’on retrouve 
habituellement chez les champignons filamenteux. La présence de peroxydases peut avoir des 
débouchés écologiques, par exemple, dans des opérations de décoloration de mélasses (Kim et 
Shoda, 1999).  
3.5.2 Lipases 
Les lipases sont des sérines hydrolases définies comme triacylglycérol acylhydrolases (EC 3.1.1.3). 
Elles catalysent l'hydrolyse de la liaison ester de tri-, di- et mono-glycérides d'acides gras à longue 
chaîne en acides gras et glycérol. Elles diffèrent des estérases (EC 3.1.1.1) en raison de leur capacité à 
hydrolyser des triglycérides à l'interface lipide-eau (Sarda et Desnuelle, 1958). Les lipases 
appartiennent à la famille structurale super α / ß-hydrolases dont les activités reposent 
essentiellement sur une triade catalytique habituellement formée par les résidus sérine, histidine et 
asparagine (Carr et Ollis, 2009). L'hydrolyse du substrat est effectuée par la formation d'un 
intermédiaire tétraédrique. Dans des conditions thermodynamiques favorables (l’eau par exemple 
est de faible activité thermodynamique), elles sont capables de catalyser des réactions de synthèse 





organiques. Elles sont très appréciées dans l'industrie parce qu'elles sont capables de catalyser des 
réactions chimio-sélectives, régio-sélectives et stéréo-sélectives. 
Y. lipolytica est la levure qui contient le plus de lipases décrites (Fickers et al., 2011). On dénombre 
16 lipases de la famille « Génolevures » GL3R0084 (Sherman et al., 2009) : LIP2, LIP4, LIP5, LIP7, LIP8, 
LIP9, LIP10, LIP11, LIP12, LIP13, LIP14, LIP15, LIP16, LIP17, LIP18 et LIP19 ainsi que 4 estérases de la 
famille « Génolevures » GL3C3695 (Sherman et al., 2009) : LIP1, LIP3, LIP6 et LIP20. Plusieurs lipases 
de Geotrichum candidum ont été décrites dans la littérature. Une lipase de Geotrichum sp. a été 
purifiée (Kamimura et al., 2001). Celle-ci montre sous certaine condition une activité enzymatique 
stable après 12 heures de fermentation. 
De façon plus anecdotique, il a été trouvé sur un compact disc en cours de dégradation une espèce 
du genre Geotrichum non décrite par les auteurs (Garcia-Guinea et al., 2001) (Figure 10).  
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4 GENOMIQUE EVOLUTIVE DES LEVURES HEMIASCOMYCETES 
En 1996 était publiée la première séquence complète d’un génome eucaryote : celui de 
Saccharomyces cerevisiae S288C (Goffeau et al., 1996). Aujourd’hui, grâce à de nombreux travaux 
dont ceux effectués par le consortium Génolevures, les levures hémiascomycètes fournissent un 
ensemble de plus de 30 génomes entièrement ou partiellement séquencés (Figure 11) qui ont ouvert 
la voie aux approches de génomique comparative chez les eucaryotes. Depuis, le séquençage de 
nombreux autres organismes de ce phylum a pu être réalisé, créant une situation unique pour 
l’étude de l’évolution des eucaryotes. 
 








































Cryptococcus neoformans var gattii














































Levures majoritairement présentes dans les fromages






4.1 Génomique comparée des levures hémiascomycètes 
Plusieurs génomes de levures présentes dans les fromages ont été séquencés : Kluyveromyces 
marxianus, Kluyveromyces lactis, Debaryomyces hansenii, Saccharomyces exiguus, Clavispora 
lusitaniae, Zygosaccharomyces rouxii, Yarrowia lipolytica (Figure 11). Il était alors volontaire de 
séquencer des levures impliquées dans la composition des fromages. Une des levures majeures de 
fromage n’est cependant pas séquencée : Geotrichum candidum. 
L'importante échelle évolutive couverte, en plus de propriétés génomiques de certains groupes ou 
certaines espèces, a permis de comprendre des modifications dans le contenu et dans l’architecture 
des génomes. Nous allons à présent traiter de l’aspect qui m’intéresse dans ce manuscrit, l’évolution 
des génomes de levure et en particulier leur contenu et leur structure. 
 
4.1.1 Les génomes des Saccharomycotina : Généralités 
Les génomes haploïdes des levures séquencées ont une taille qui varie d’environ 9 à 20 méga bases 
et contiennent un nombre de gènes codant des protéines variant de 4,700 à 6,500 (Tableau 4). 
 
 
Tableau 4 : Exemple de données génomiques d'organismes séquencés (Dujon et al., 2004; Galagan 
et al., 2003; Mattanovich et al., 2009; Neuveglise et al., 2011; Ramezani-Rad et al., 2003; Souciet et 





Règne Sous-embranchement Clade Espèces taille du génome (Mb) Nb de Génes % de géne intronique 
S.cerevisiae 12,4 5762 5%
C. glabrata 12,3 5205 2,4%
Z. rouxii 9,7 4996 3,3%
L. kluyveri 11,3 5321 5,8%
L. thermotolerans 10,4 5096 5,5%
K. lactis var lactis 10,6 5078 3,4%
E. gossypii 9,2 4728 4,6%
D. bruxellensis 13,4 5600 2%
H. polymorpha 9,78 5933 1,5%
D. hansenii 12,2 6396 6,6%
C. albicans 14,8 6354 6,1%
P. pastoris 9,4 5313 11,4%
Y. lipolytica 20 6588 14,9%
P. chrysogenum 32,2 12943 83,50%










Chez les levures, les introns sont majoritairement présents en région 5’ du gène. Les deux 
hypothèses résultantes sont alors : soit un gain d’intron en 5’ soit une perte d’intron en 3’. Une des 
explications apportées est l’action d’une reverse transcriptase entrainant une perte des intron en 
région 3’ (Cohen et al., 2012). 
Dans le Tableau 4, il est intéressant de remarquer que le nombre de gènes avec intron est beaucoup 
moins important chez les levures que chez les champignons filamenteux. Les levures auraient alors 
subit, au cours de leur évolution, des mécanismes de pertes massive d’introns. 
Nous retrouvons dans l’ensemble des espèces de levures séquencées un nombre limité d'éléments 




Tableau 5 : Eléments transposables décrits chez les levures 
 
Les éléments transposables, grâce à leur capacité à se déplacer dans les génomes et à générer des 
séquences répétées dispersées ont un rôle dans la structure et la plasticité des génomes de levures. 
Ils peuvent alors être utilisés dans des méthodes de typages (Typage par PCR inter LTR) dont nous 
parlerons dans la partie détaillant les différentes méthodes de typages. 
L'analyse de divergence de la séquence de l'ensemble des protéines orthologues des différentes 
levures séquencées a révélé que la distance séparant l'évolution de S. cerevisiae et de Y. lipolytica est 
plus grande que celle observée pour l'ensemble phylum des chordés. Cela fait des levures des 
organismes privilégiés pour étudier la plasticité des génomes eucaryotes sur de longues périodes 
évolutives.  
Nous verrons par la suite qu’il existe une grande variété de processus évolutif.  
L. kluyveri
LTR copia Ty 1, 4 (+++) Tsk 1 (+) Tca 1,  4 (+++) Ylt1 (+++)
Ty5 (+) Tdh5 (+++)
Ty 2 (+++) Tdh 2 (+++)  Tca2 (+++)
gypsy Ty 3 (+) Tsk 3 (+) Tdh 3 (+) Tca 3 (+++)  Tyl3, 6 (+)
LINE Zorro 1, 2, 3 (+) Ylli (+++)
TIR Tc1-Mariner Fotyl (+)
hAT Rover (+)




le nombre de + entre parenthèse représente le nombre de copie présent dans le gènome pour chaque famille: +: 1 copie; ++: 2 
copies; +++:plus de 3 copies
Classe I (retrotransposons)











4.1.2 Sexualité et Mating type 
Chez les levures, le croisement est caractérisé par la fusion de cellules haploïdes qui sont similaires 
en taille et en forme (isogamie), cela produit alors des zygotes (Knop, 2006). La fusion impliquant des 
cellules diploïdes est également possible, formant alors des cellules polyploïdes (Albertin et al., 
2009). Le croisement entre les deux cellules haploïdes est généralement suivi de la caryogamie, qui 
produit une cellule avec un noyau diploïde unique et donne naissance à un clone diploïde ou entre 
en méiose donnant alors quatre cellules filles haploïdes. Un retard dans le processus de caryogamie 
est alors possible, la descendance peut alors recevoir un seul des deux noyaux ayant cohabités un 
certain temps dans la même cellule ; cette situation offre une opportunité pour les deux parents 
d'échanger l'ADN mitochondrial mais aussi d’autres éléments génétiques autonomes, tels que des 
plasmides ou virus, sans échanger l'essentiel de leurs chromosomes. 
Selon les espèces, l'accouplement peut se produire (i) entre cellules génétiquement identiques, on 
parle alors d’homothallisme ; (ii) ou nécessite deux cellules de signes sexuels différents, on parle 
alors d’hétérothallisme. Chez les levures, le signe sexuel est déterminé par un locus sur un 
chromosome unique (le locus MAT ou MTL). Ce locus existe sous deux formes idiomorphes, 
généralement dénommé a et alpha ou encore A et B.  
Ce locus contient un ensemble limité de gènes qui contrôlent l'expression de nombreux autres gènes 
par différents mécanismes moléculaires. Même si ces gènes sont pratiquement les mêmes chez les 
levures, certains sont parfois absents. On pensait alors qu’il ne pouvait pas y avoir de méiose. 
Cependant, il a été montré qu’il existait des régulations différentes que chez S. cerevisiae (Butler et 
al., 2004). Des altérations du locus MAT sont fréquemment observées dans les génomes de levures, 
cela a alors pour effet de bloquer le processus de méiose chez certains organismes (Reedy et al., 
2009). La Figure 12 adaptée deFabre et al. (2005) montre que les données génomiques révèlent une 
grande variété de situations relatives à la sexualité, l'accouplement, le type de commutation, 













Figure 12 : Gène HO et cassette 
MAT dans les génomes de levures 
(Fabre et al., 2005) 
 
Comme nous pouvons le voir dans la Figure 12 le système a évolué dans un processus en deux étapes 
dans lequel les cassettes silencieuses HMR / HML apparaissent après la scission de Y. lipolytica et le 
clade CTG, suivi de l'acquisition de l'endonucléase Ho très certainement à partir d'un élément 
génétique mobile (Butler et al., 2004). Les deux éléments cités précédemment permettent une 
commutation de signe sexuel. 
De plus, l’étude de la synténie du locus MAT chez les levures montre qu’il existe une conservation 
partielle de celle-ci (Figure 13). Nous pouvons remarquer la présence du gène SLA2 jouxtant le locus 
chez les espèces K. kluveri, K. lactis, P. angusta ou Y. lipolityca, BUD5 chez les espèces du clade WGD. 
Dans certains cas, l’absence de sexualité peut être associée au possible pouvoir pathogène. Ainsi, la 
levure pathogène opportuniste C. glabrata semble avoir tous les éléments nécessaires pour que le 
croisement soit possible ainsi que la commutation de signe sexuel (Figure 13) (Butler et al., 2004; 






Figure 13 : Organisation des loci MAT dans 9 espèces de levure et du champignon filamenteux 
Neurospora crassa (Butler et al., 2004) 
 
Seules des cellules haploïdes ont été isolées et aucun croisement n'a encore pu être observé, il y a ici 
un déséquilibre vers un type sexuel. C. glabrata, comme beaucoup d'autres pathogènes fongiques, a 
perdu son mode de reproduction sexuelle, ce qui peut être corrélé avec l'absence d'éléments 
transposables dans ce génome (Wright et Finnegan, 2001). Cependant le contraire peut être observé 





4.1.3 Génomique des populations 
Le séquençage de génomes d’individus d’une même espèce a permis de mieux comprendre les 
processus évolutifs impliqués dans la variation de leurs séquences. Des études à grande échelle de la 
variation intraspécifique ont permis d’avoir une meilleure compréhension de la structure des 
populations mais également de l’histoire évolutive de ces espèces. De plus, les données générées 
représentent les fondations pour disséquer la relation existant entre génotypes et phénotypes. 
La phylogénie basée sur le génome entier des S. cerevisiae (Liti et al., 2009) (Figure 14) montre qu’il 
existe cinq lignées (parties grisées). Il s'agit de souches en provenance de Malaisie, d’Afrique de 
l'Ouest, de souches utilisées pour la fermentation du saké ou associées, d’Amérique du Nord, et un 
groupe important issu de sources mixtes contenant de nombreuses souches européennes et de 
souches utilisées pour la fermentation du vin. Les souches restantes sont sur les branches longues. 
Alors que certaines lignées correspondent à l'origine géographique, comme celles d'Amérique du 
Nord ou de Malaisie, de nombreuses souches étroitement apparentées sont issus de lieux 
géographiques très éloignés. Les auteurs estiment que cela pourrait être dû à la circulation humaine 
et la possibilité d’existence de croisements ultérieurs de ces souches. 
 
Figure 14 : Phylogénomique des espèces du genre Saccharomyces (Liti et al., 2009) 
 
a: souches de S. cerevisiae etS. paradoxus séquencées, S. bayanus, S. mikatae et S. kudriazevii utilisés
en “outgroup”; b: souches de S. paradoxus, les souches issues du royaume-uni sont surlignées en 





En comparant la population des souches de S. paradoxus et S. cerevisiae, il a été montré que 
contrairement aux souches de S. cerevisiae, les lignées de S. paradoxus sont bien limitées 
géographiquement. 
Les auteurs nous donnent ici une théorie intéressante de l’évolution des levures domestiquées. Au vu 
de la structure de la population de S. cerevisiae qui se compose de quelques groupes bien définis 
géographiquement et de nombreuses lignées différentes voir issues de croisement entre lignées. 
L'idée que l'influence humaine a été l'occasion de croisements créant de nouvelles combinaisons de 
variation préexistantes est préférée à l’existence d’un ou deux évènements de domestication 
conduisant aux levures de S. cerevisiae actuelles. 
De plus, il est intéressant de noter que les souches sauvages sont bien plus divergentes que les 
souches utilisées dans les différentes fermentations. Cela est confirmé par la récente étude sur des S. 
cerevisiae sauvages isolées de forêt primaire, qui sont très divergentes par rapport à toutes les 
souches étudiées jusqu’à présent (Wang et al., 2012). 
 
5 GENOMIQUE ET LEVURES INDUSTRIELLES 
Les différentes études de comparaison de génomes permettent la mise en évidence d’une 
importante plasticité du matériel génétique. Celle-ci est traduite par l’existence de réarrangements 
chromosomiques comme les duplications (génomiques, segmentales, chromosomiques 
(aneuploïdie)) ou des délétions, inversions, translocations ou insertions. Peuvent également être 
retrouvées des acquisitions de gènes par le biais de transfert horizontaux ou d’introgressions suivant 
une hybridation interspécifique. Ces derniers événements peuvent être considérés comme des 
marqueurs d’adaptation à un environnement dans les levures étudiées par l’acquisition de nouveaux 
gènes, et par conséquent de nouvelles fonctions. Des discontinuités évolutives sont alors 
recherchées. 
 
5.1 Hybridations chez les espèces du genre Saccharomyces 
Le genre Saccharomyces est maintenant constitué de 8 espèces: S. arboricolus,  
S. eubayanus, S. uvarum, S. cariocanus, S. cerevisiae, S. kudriavzevii, S. mikatae, et S. paradoxus 
(Kurtzman, 2003; Wang et Bai, 2008) et S. pastorianus, hybride entre S. eubayanus et S. cerevisiae 




Dans la Figure 15, suite au croisement des souches B et C, la souche hybride va être constituée des 
génomes de ses deux parents. Chez les plantes, l’introgression est obtenue par hybridation suivi par 
rétrocroisements ou « backcross » successifs. Il est cependant peu probable que ce même processus 
s'applique chez les levures. Il est plus probable que des échanges de matériels génétiques existent 
d’un noyau d’un des parents au second, suite à une caryogamie retardée des deux noyaux parentaux. 
Une perte massive du matériel génétique d’un des parents non soumis à une pression de sélection 
lors de l’évolution peut alors être observée. La proximité écologique et les conditions extrêmes, 
haute concentration de sucre, faible concentration d’azote, forte concentration d’éthanol durant la 
fermentation expliqueraient alors les fréquentes introgressions retrouvées dans les souches 
industrielles de S. cerevisiae (Dujon, 2010). Nous ferons dans ce manuscrit la distinction entre un 
transfert horizontal direct de gène via une transformation et un transfert horizontal de gène du à un 
croisement inter spécifique ancestral. 
 
 
Figure 15 : Représentation schématique d'une introgression 
 
Espèce A Espèce B Espèce C Espèce D
Hybridation
L’arbre représente quatre espèces différentes A, B, C et D. 
Les barres bleues représentes le génome de l espèce B; les rouges,  celui de l’espèces C.
X signifie l’existence d’un croisement.
Hypothèse
Caryogamie retardée






5.1.1 Hybridation entre Saccharomyces spp. 
Le premier hybride entre Saccharomyces spp. découvert est S. pastorianus (S. carlsbergensis) 
(Nilsson-Tillgren et al., 1981). Cette levure, utilisée dans le brassage de bière, a été depuis très 
largement étudiée et séquencée en 2009 (Nakao et al., 2009). Le génome de taille totale 25 Mb 
contient les deux génomes chromosomiques de S. cerevisiae et S. eubayanus et le génome 
mitochondrial de S. eubayanus. Les huit chromosomes de S. pastorianus présentent des 
translocations entre les génomes des deux parents. S. pastorianus est donc l’hybride des deux 
levures ayant une activité lors de fermentations industrielles, S. cerevisiae et S. eubayanus. Il apparait 
alors clairement l’avantage apporté par la sélection d’hybride. S. cerevisiae étant réputé pour ses 
qualités fermentaires, l’hybride formé est quand à lui capable de fermenter à basse température. 
La combinaison de plusieurs méthodes : (i) analyse RFLP (Restriction Length Polymorphisms) de 35 
régions géniques, hybridations génomiques sur puces d’ADN S. cerevisiae, (ii) analyse de ploïdie par 
cytométrie de flux, (ii) et détermination quantitative d’expression de gènes par des mesures de PCR 
quantitatives en temps réel, a permis de confirmer la présence de chromosomes chimériques et de 
définir les mécanismes impliqués dans leurs origines chez quatre hybrides naturels entre S. cerevisiae 
et S. kudriavzevii (Belloch et al., 2009). Après l'hybridation, le génome hybride souffre de 
réarrangements chromosomiques aléatoires. Dans des conditions à fortes pressions de sélections 
comme durant la fermentation du vin sont alors sélectionnées les souches résistantes à l'épuisement 
des nutriments, au stress osmotique, à la température de fermentation et/ou à des niveaux 
croissants de l'éthanol. Les hybrides étudiés semblent avoir conversés les gènes de deux parents en 
fonction de la pression de sélection. Les résultats des hybridations sur puces « macro arrays » des 
souches œnologiques suggèrent que ces hybrides sont généralement diploïdes avec quelques 
exemples d'aneuploïdie chromosomique. Cependant la souche S. cerevisiae VIN7, récemment 
séquencée, montre que l’existence de souche non diploïde est aussi présente chez les souches 
œnologiques. En effet, le génome révèle que cette souche est une souche allotriploïde résultant de 
l’hybridation interspécifique entre S. cerevisiae et S. kudriavzevii (Borneman et al., 2012). L’existence 
d’une souche hybride non diploïde montre que le croisement rare entre une souche de S. cerevisiae 
diploïde et une souche S. kudriavzevii haploïde est possible naturellement malgré cette difficulté 
d’obtention en laboratoire (Spencer et Spencer, 1996). L’obtention de triple hybride est possible 
après perte du chromosome contenant un des deux signes sexuels chez le diploïde, Figure 16 






Figure 16 : Perte de la stérilité de l’alloploïde suite à la perte du chromosome contenant le locus 
Matα (Pfliegler et al., 2012) 
 
Les hybridations interspécifiques existent entre diverses espèces du genre Saccharomyces, S. 
cerevisiae, S. bayanus, S. kudriavzevii. Ces hybrides sont spécialisés dans divers processus industriels 
de fabrication des vins, bières et cidres. En guise d’exemple, les contributeurs de la levure impliquée 
dans la fermentation de la bière lager S. pastorianus sont S. cerevisiae et S. eubayanus. Dans l’arbre 
qui suit sont représentées en gris clair les relations phylogénétique entre les espèces du genre 
Saccharomyces, les espèces impliquées dans les processus industriels et / ou hybrides. Les produits 
de procédés industriels impliquant les hybrides et non-hybrides sont encadrés et les flèches 




Figure 17 : Représentation schématique 
des relations phylogénétiques entre les 
espèces Saccharomyces et de leur 



























5.1.2 Hybridation avec une espèce non Saccharomyces : Saccharomyces cerevisiae EC1118, 
Acquisition de gène par introgression 
Le séquençage de S. cerevisiae EC1118 montre pour la première fois l’existence d’hybridation 
ancestrale entre S. cerevisiae et une espèce non Saccharomyces. Chez cette levure diploïde, trois 
grandes régions du génome (longueur totale : 120 kb) n’ont pas pu pas être alignées avec le génome 
de référence S288C (Figure 18). 
 
 
Figure 18 : Distribution chromosomique des 3 régions uniques EC1118 (Novo et al., 2009) 
 
Ces régions comportent 34 gènes dont certains sont impliqués dans des fonctions clés du processus 
de vinification, tels que le métabolisme du carbone et d'azote, le transport cellulaire, et la réponse au 
stress. Selon les auteurs, la région C en rose (Figure 18) semble être le résultat d’une introgression 
entre S. cerevisiae et une espèce du genre Saccharomyces non encore décrite. Il a notamment été 
montré l’existence d’introgression de S. cerevisiae dans S. paradoxus (Liti et al., 2006). Les deux 
autres régions sont plus énigmatiques puisqu’elles prouvent pour la première fois l’existence d’une 
hybridation de S. cerevisiae avec une levure d’une espèce non Saccharomyces. La région verte est 
issue de Zygosaccharomyces bailii, contaminant majeur présent au cours de la fermentation. Ce 
fragment est de plus retrouvé plusieurs fois dans le génome à de point d’intégration différent. Il est 
aussi retrouvé chez d’autres souches de S. cerevisiae. Ce fragment possède une ARS active. Un 
plasmide est à l’origine de ce transfert horizontal (Galeote et al., 2011). La région jaune pourrait être 
issue d’une espèce du clade CTG. Ici, les régions acquises sont issues de trois évènements de 
transferts horizontaux indépendants. Ils peuvent avoir eu lieu par transfert direct ou une nouvelle 
fois par introgression.  
Si l’introgression est probable pour l’acquisition de la région rose, pour les deux autres il peut s’agir 
de transferts horizontaux. 
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5.1 Les transferts horizontaux de gènes (HGT) chez les champignons 
Les transferts horizontaux sont définis comme un gain d’ADN provenant d’un autre organisme. Chez 
les procaryotes, trois mécanismes essentiels sont trouvés : la transduction, la conjugaison et la 
transformation bactérienne ; ils ne seront pas décrits dans ce manuscrit. Chez les eucaryotes les 
fragments d’ADN exogènes peuvent pénétrer dans la cellule par endocytose ou suite à une 
endosymbiose (Andersson, 2005; Kidwell, 1993). 
Le gène URA1 de S. cerevisiae provient par exemple d’un transfert horizontal de la bactérie 
Lactococcus lactis (Hall et al., 2005). Ainsi, il existe des mécanismes par lesquels l'ancêtre de S. 
cerevisiae aurait pu prendre l'ADN exogène. L’ADN est ainsi retrouvé fréquemment près de 
télomères, et il est tentant de spéculer quant au rôle de la télomérase dans ce processus. 
De nombreux transferts horizontaux ont pu être décrits chez les champignons. Initialement, une 
grande partie des événements de HGT chez les champignons décrits ont comme donateurs des 
organismes d’origines bactériennes (Tableau 6). Ce phénomène peut être dû au fait que les 
événements HGT bactériennes sont plus faciles à détecter que les transferts eucaryotes (Fitzpatrick, 
2012). 
 
Tableau 6: Exemples de transfert horizontaux décrits chez les champignons 
 
Selon certains auteurs, il existe des raisons biologiques qui peuvent expliquer pourquoi un transfert 
de gène bactérien à un champignon est plus probable qu’un transfert eucaryote à eucaryote. Les 
gènes eucaryotes possèdent des introns à la structure spécifique (Stajich et al., 2007). Il est par 
ailleurs probable que le nombre et la diversité des populations bactériennes est considérablement 
plus grande que celle des populations eucaryotes, le nombre de gènes bactériens disponibles dans 
l'environnement est donc beaucoup plus important (Keeling et Palmer, 2008). Cependant, on peut 
s’interroger sur ces diverses raisons : le code génétique bactérien est différent, les gènes acquis ne 
sont plus sous l’influence de promoteurs… Il apparait cependant certain que lors des analyses de 
génome les transferts horizontaux d’origine bactérienne sont beaucoup plus faciles à trouver, et le 
manque de données génomiques de champignons peut empêcher l’identification d’un HGT 
champignon-champignon. 
Destinataire Donneur Chromosome/ Gène Références
D. hansenii , K. lactis , Y. lipolytica bactéries 14 gènes (Dujon et al. , 2004)
Saccharomyces cerevisiae S288C Bactéries 13 gènes (Hall et al. , 2005; Hall and Dietrich, 2007)
Candida parapsilosis Bactéries Proline racemase et PhzF (Fitzpatrick et al. , 2008)
Aspergillus clavatus Champignon Cluster de production de la polyketide synthase ACE1 (Khaldi et al. , 2008)
Saccharomycetaceae Bactéries 11 gènes (Rolland et al. , 2009)
Saccharomyces cerevisiae EC1118 Champignon 34 gènes (Novo et al. , 2009)
60 espèces fongiques Bactéries 713 gènes (Marcet-Houben and Gabaldon, 2010)
Sordariomycetes  et Saccharomycetes Bactéries Urea amidolase (Strope et al. , 2011)
Aspergillus niger Champignon Cluster de production de la Fumonisine (Khaldi and Wolfe, 2011)





De plus l’architecture des gènes bactériens en opéron peut se traduire par le gain d’une voie 
métabolique complète par HGT. Si, le transfert d’une voie métabolique complète n'a pas encore été 
découvert, une analyse récente a indiqué que deux des six gènes (BIO3 et BIO4) de la voie de la 
biotine chez S. cerevisiae ont été acquis par HGT d'une source bactérienne (Hall et Dietrich, 2007).  
Des analyses récentes ont commencé à localiser des HGT champignons à champignons (Tableau 6). 
Un certain nombre de ces études a découvert des preuves de transferts horizontaux d’un ensemble 
de gènes assurant des voies métaboliques fungiques complètes (Khaldi et al., 2008; Khaldi et Wolfe, 
2008, 2011; Mallet et al., 2010; Slot et Hibbett, 2007; Slot et Rokas, 2011; Temporini et VanEtten, 
2004) .  
En guise d’exemple, Khaldi et Wolfe (2011) proposent que le cluster de 25 gènes permettant la 
production de la mycotoxine, la fumonisine a été transférée horizontalement d’une espèce de 
champignon Sordariomycete à Aspergillus niger. 
Cependant, d'autres explications tout aussi satisfaisantes existent souvent pour résoudre les 
divergences entre la phylogénie d'un élément génétique en question et le génome de l'hôte 
(Rosewich et Kistler, 2000)(Figure 19). Il convient donc de se montrer vigilant avant toutes 
conclusions. 
En effet, ces hypothèses alternatives incluent l'utilisation de phylogénie des espèces erronée, une 
comparaison inappropriée entre des séquences paralogues, une rétention sporadique d'un caractère 
partagé ancestral, des modifications de caractères dans différentes lignées, ou la présence d’une 
introgression suite à un événement d’hybridation. La discrimination entre HGT et solutions 
alternatives peut alors se révéler être un défi de taille. 
 
Figure 19 : Représentation schématique d'un transfert horizontal et autres discordances 
























































L’existence d’hybridation chez les Saccharomyces spp., nous montre que l’acquisition de gène par 
introgression est naturelle et les réarrangements chromosomiques dans le génome d’un individu 
donné peuvent lui conférer un avantage sélectif dans certaines conditions environnementales. Des 
transferts horizontaux de gènes sont possibles de bactéries à champignons mais aussi de 
champignons à champignons. Nous allons à présent voir qu’il existe d’autres mécanismes 
d’adaptation chez la levure, les modifications de régulation transcriptionelle.  
 
5.2 Modification de la régulation transcriptionelle chez les Saccharomyces 
Dans une étude comparative des transcriptomes de S. cerevisiae, il a été constaté que SSU1 est un 
gène qui assure la médiation de l’efflux de sulfite chez S. cerevisiae. Il confère par conséquent, la 
résistance au sulfite (Park et Bakalinsky, 2000). L’expression de ce gène est significativement plus 
élevée dans la souche de levure de vin T73 que dans la souche de laboratoire S288C (Hauser et al., 
2001). De plus, une souche hautement résistante aux sulfites présents dans le vin présente une 
translocation impliquant la région promotrice du gène (allèle SSU1-R) (Goto-Yamamoto et al., 1998). 
Les translocations dont définies comme étant des échanges de fragments d’ADN entre deux 
chromosomes. Il existe deux types de types translocations : les translocations réciproques et les non 
réciproques. Dans ce dernier cas, une duplication d’un segment de chromosome remplace la délétion 
d’un fragment d’un autre chromosome. 
Il a alors été étudié l'organisation du gène SSU1 au niveau moléculaire dans différentes souches de 
levures de vin (Perez-Ortin et al., 2002). 
Le diagramme (Figure 20) représente la translocation réciproque échangeant le promoteur du gène 
SSU1 (noir) avec celui du gène ECM34 (gris), suivie de duplications segmentales augmentant le 







Figure 20 : Diagramme représentant l'organisation génique des gènes SSU1 et ECM34 chez 
différentes souches de S. cerevisiae (Perez-Ortin et al., 2002) 
 
La séquence promotrice de l'allèle SSU1-R, chromosome XVI, présente une similitude très élevée 
avec la séquence promotrice du gène ECM34, un gène de fonction inconnue du chromosome VIII. 
L’accumulation des enh anceurs sur le promoteur de ECM34 en amont du gène SSU1 chez certaines 
souches va conférer une meilleure résistance aux sulfites. 
Plusieurs translocations ont été montrées chez S. cerevisiae, la plupart d'entre elles sont médiées par 
un élément transposable Ty ou par de la recombinaison d’éléments subtélomériques Y (Casaregola et 
al., 1998; Rachidi et al., 1999). Cependant, peu ont été associées à des modifications fonctionnelles. 
Nous allons voir dans la partie qui suit que ces événements peuvent être à l’origine de duplication de 
gènes. 
 
5.3 Duplications de gènes chez S. cerevisiae.  
Les duplications de gènes jouent un rôle majeur dans l'évolution en fournissant des gènes paralogues 
qui peuvent acquérir des fonctions spécialisées au cours du temps (Ohno, 1970). Il existe plusieurs 
possibilités par lesquelles une séquence d’ADN peut se dupliquer dans un génome. La duplication 
peut être totale, chromosomique, segmentale ou génique.  
 La duplication totale du génome est également appelée polyploïdisation. Comme nous l’avons vu 
précédemment, elle peut être le résultat d’une hybridation entre deux espèces différentes (on parle 
alors d’alloploïde) ou d’une même souche (on parle alors d’autoploïde). Dans ce dernier cas, les 
gènes dupliqués sont appelés ohnologue. 
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 La duplication chromosomique est le fait qu’un chromosome entier peut se dupliquer dans la 
cellule. Cette anomalie du nombre de chromosome peut aussi s’appeler aneuploïdie. Cette 
aberration correspond à un défaut de ségrégation de chromosomes lors de la mitose ou de la 
méiose. 
 La duplication segmentale correspond à la duplication d’une série de gènes contigus. Elle peut 
être intrachromosomale ou interchromosomale. Dans le premier cas, on peut retrouver des 
duplications en tandem. 
 Enfin, la duplication génique, où les éléments dupliqués peuvent se retrouver l’un à coté de 
l’autre, on parle alors de duplications en tandem. Ces duplications peuvent aussi être dispersées au 
sein du génome. 
L’ancêtre de S. cerevisiae a subit une duplication ancestrale de son génome entier suivie d’une perte 
de gène (Kellis et al., 2004; Wolfe et Shields, 1997). On retrouve dans son génome des événements 
de duplication génique conférant à S. cerevisiae une adaptation accrue à son environnement. 
Des gènes présents en région subtélomérique montrent de fréquentes duplications au sein du 
génome de S. cerevisiae. Chez la levure, l’évolution a eu pour conséquence que la région est utilisée 
pour amplifier les gènes impliqués dans l'utilisation de sources de carbone. On retrouve par 
exemple : (i) trois gènes MAL formant un opéron codent pour une maltose perméase, une maltase et 
un trans-facteur ; (ii) le gène MEL qui confère la capacité à fermenter le mélibiose (Pryde et al., 
1997).  
Ces souches peuvent être isolées à partir d’environnements très différents (Naumov et al., 1995) et 
la plasticité de la région subtélomérique permet l'amplification de gènes utiles et la génération de 
variation entre ces gènes. Il est à noter que les régions télomériques ne sont pas toujours accessibles 
dans les différents génomes séquencés. On sait aujourd’hui que les génomes de Y. lipolytica et D. 
hansenii contiennent des éléments tel que les DnaK-like… Et que K. lactis, contient des gènes 
dupliqués en position subtélomèrique (Fairhead et Dujon, 2006). 
S. cerevisiae possède une famille de gènes de 24 membres, les gènes PAU. Ici encore, ces gènes sont 
situés en position subtélomérique. Étant donné que S. cerevisiae est la principale espèce naturelle 
utilisée pour la fermentation du moût de raisin et la production de vin et que l'expression des gènes 
PAU est induite au cours de la fermentation du vin, il est proposé que l'expansion de familles des 
gènes PAU pourrait contribuer à une adaptation de S. cerevisiae au stress subi lors de la fermentation 
du vin (Luo et van Vuuren, 2009). Les analyses de la localisation chromosomique et de la synténie ont 
révélé que les gènes PAU auraient pu être amplifiés par des duplications segmentales, par des 






Par l’exemple des gènes MAL, il a été étudié l'évolution et la divergence fonctionnelle des familles de 
gènes subtélomériques dans les lignées de levure (Brown et al., 2010). Cette étude montre que les 
familles de gènes en position subtélomérique ont une évolution et une expansion beaucoup plus 
rapide que les familles qui ne contiennent pas de gènes subtélomériques. Les événements de 
duplication sont fréquents et suivis par des allèles fonctionnels divergents permettant le 
métabolisme des glucides différents. 
Dans la Figure 21 sont présentés les principaux gènes décrits en position subtélomérique chez les 
espèces du genre Saccharomyces. 
 
 
Figure 21 : Principaux gènes subtélomériques dupliqués chez les espèces du genre Saccharomyces 
 
Le gène dupliqué est donc présent en deux copies. Généralement, l'une des copies est préservée 
tandis que l'autre est libre d'évoluer et d'accumuler des mutations. Ces mutations peuvent alors 
conduire à ce que l’on appelle une néofonctionnalisation du gène. De plus, il arrive que cet ensemble 
de mutation conduise à une mutation délétère du gène. La copie est alors inactive et l’on parle de 
pseudogénisation (Hughes, 1994; Lynch et Conery, 2000). 
Toutefois, il arrive que la copie dupliquée ne mute pas et conserve la fonction originale. Ce processus 
nécessite alors certainement un intérêt sélectif pour la cellule. Il s'agit d'un avantage quantitatif qui 
découle du fait que la quantité d'ARN messager ou de protéine codée par ce gène augmente. On 
parle d'une « augmentation du dosage génique ». En plus des différents exemples cités 





















importantes de la cellule. Chez S. cerevisiae sont présents les paralogues RPL20A et RPL20B (Koszul et 
al., 2004). 
Un des facteurs expliquant les duplications est la présence d’éléments transposables actifs (Friedman 
et Hughes, 2001). Il a été montré que ces duplications spontanées peuvent survenir chez S. cerevisiae 
par l'intermédiaire d'un mécanisme de rétroposition via le transposon LTR Ty1 (Schacherer et al., 
2004). Dispersés dans les génomes, les éléments répétés comme les retrotransposons de classe I (Ty) 
permettent d’introduire des duplications dépendamment de RAD52 impliquées dans le mécanisme 
de BIR (Break-Induced Replication). Les duplications créées sont alors subtélomériques et peuvent 
être issues de translocation inter-chromosomique.  
 
6 METHODES DE TYPAGES 
 
6.1 Enjeux des méthodes de typage 
Les études de typages permettent un suivi moléculaire d’un inoculum lors d’un processus industriel, 
une mise en collection raisonnée des souches, la gestion de propriétés intellectuelles, des études 
épidémiologiques, et d’obtenir une idée sur la biodiversité d’une espèce. En effet, l’industrie à 
tendance à standardiser les inocula et les conditions de maturité qui peuvent mener à la perte de 
cette dernière. 
Le typage consiste en la caractérisation d’isolats par son analyse phénotypique et génotypique. Il 
peut être employé pour étudier l’évolution des espèces, la distribution des populations microbiennes 
et pour différencier les souches d’une espèce. 
Un schéma de typage doit permettre de différencier deux souches génétiquement indépendantes et 
de déterminer avec certitude que des souches typées dans différents laboratoires sont similaires ou 
distinctes. Un typage idéal doit être une méthode très discriminante, reproductible, standardisée, 
universelle, facile d’application et applicable à toutes les souches d’une espèce.  
 
6.2 Principales méthodes de génotypages 
Il existe de nombreuses méthodes moléculaires dont les plus connues sont la PFGE, la RAPD, le 
Microsatellite typing ou la MLST. Elles permettent de typer les populations microbiennes. Ces 





d’identifier les souches bactériennes responsables d’infections à partir de marqueurs génétiques 
déterminés. Nous allons voir qu’elles sont aussi fréquemment utilisées chez les levures. 
 
6.2.1 Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) 
La PFGE a été développée par Schwartz et Cantor en 1984 afin de séparer les grandes molécules 
d'ADN (> 50 kb) que l'électrophorèse classique en gel d’agarose ne permet pas de résoudre (même 
en diminuant au maximum la concentration d'agarose). 
Le principe de l'électrophorèse en champ pulsé consiste à alterner l'orientation du champ électrique 
au cours du temps. Chaque changement de champ électrique réoriente la molécule d’ADN dans le gel 
augmentant ainsi la probabilité que la molécule d’ADN soit orientée de façon à passer à travers les 
mailles du gel. Cette probabilité dépend de la taille de la molécule et la vitesse de migration d'un 
fragment d'ADN dans le gel varie dans le sens inverse de sa taille. L'électrophorèse en champ pulsé 
permet ainsi de séparer des fragments d'ADN d'une taille allant de moins de 1 kb à une dizaine de 
mégabases. Cette méthode permet d’analyser le caryotype et d’estimer la taille du génome.  
Cette méthode est une méthode de choix pour l’étude des souches de S. cerevisiae issues du vin. 
Chez G. candidum, il a été mis en évidence une variabilité du nombre de chromosomes et un degré 
de polymorphisme élevé au sein des souches (Gente et al., 2002a). Les profils PFGE ont montré un 
haut degré de polymorphisme ce qui indique, selon les auteurs, une grande variabilité entre les 
souches (Figure 22). Les auteurs remarquent alors que la taille du génome et la présence de grands 
chromosomes semble être corrélées avec le morphotype. Les souches présentant un morphotype 
moisissure ou intermédiaire ont tendance à avoir de plus grands génomes que les souches avec un 
morphotype de type levure. Les souches étudiées possèdent un nombre variable de 5 à 8 







Figure 22 : Gel d’électrophorèse en champ 
pulsé de 13 souches de  




Le polymorphisme des tailles de chromosomes n’est pas rare, Corredor et al. (2003) montre qu’il 
existe aussi un polymorphisme du aux réarrangements chromosomiques chez D. hansenii. Chez G. 
candidum, ce polymorphisme du nombre de chromosomes peut s’expliquer par l’existence de 
souches diploïdes hétérozygotes. Un nombre variable de chromosomes n’a jamais été montré chez 
les levures séquencées. 
 
6.2.2 Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) 
La technique RAPD-PCR a été mise au point en 1990 par Williams, Welsh et Mc Clelland (Welsh et 
McClelland, 1990; Williams et al., 1990). Elle est basée sur la réaction d'amplification en chaîne (PCR) 
avec une amorce d'ADN génomique unique choisie au hasard. Elle constitue un moyen rapide pour 
réaliser des « screening » en génétique moléculaire. Cette méthode permet de différencier les 
variétés, les sérotypes et les types moléculaires des espèces et des genres. Depuis les années 1990, la 
RAPD a été utilisée pour caractériser les profils génétiques de plusieurs microorganismes impliqués 
dans des pathologies et pour des analyses de la diversité génétique de populations microbiennes 
(Sidrim et al., 2010). Cette technique a été utilisée pour identifier les souches de levures dans les 
produits laitiers (Andrighetto et al., 2000; Lopandic et al., 2006). En l’utilisant, Andrighetto et al. 
(2000) est parvenu à identifier 42 des 46 isolats de levures issues du milieu fromager. Ainsi ont été 
identifiées les espèces S. cerevisiae, K. marxianus, K. lactis, D. hansenii, Y. lipolytica et T. delbrueckii. 
Cette technique a aussi été utilisée pour typer un certain nombre de levures. Parmi elles, on retrouve 
S. cerevisiae (Baleiras Couto et al., 1996), Candida albicans (Gyanchandani et al., 1998), Candida 
zeylanoides et D. hansenii (Romano et al., 1996) et G. candidum (Gente et al., 2002b; Marcellino et 
al., 2001). Marcellino et al. (2001) et Gente et al. (2002b) ont observé une très grande diversité des 
profils chez les souches de G. candidum. Dans le premier cas, elle semble être reliée au lieu 
d’isolation. Dans le second la diversité semble liée au lieu d’isolation ainsi qu’à la morphologie de G. 
candidum. 
 
6.2.3 Typage par PCR inter LTR 
Nous avons vu précédemment que les insertions d’éléments transposables (TE) varient en type et en 
nombre de copies selon les espèces. De plus, il a été montré que le contenu et la localisation des TE 
varient également au sein de souches de la même espèce. Ce polymorphisme procure une donnée 





a été démontré chez S. cerevisiae (Fink, 1986; Warmington et al., 1987) et a permis l’établissement 
d’une nouvelle méthode de typage, la PCR interdelta (Ness et al., 1993).  
C’est la méthode de prédilection des industrielles pour typer les S. cerevisiae et est couramment 
utilisée. 
Cette méthode a permis par exemple de suivre l’évolution des populations de S. cerevisiae durant la 
fermentation pour la fabrication de vin (Xufre et al., 2011) mais aussi d’évaluer la diversité génétique 
de deux levures majeures des fromages, Debaryomyces hansenii et Kluyveromyces marxianus (Sohier 
et al., 2009). La méthode appliquée sur 56 souches de D. hansenii et 61 souches de K. marxianus a 
confirmé la grande diversité génétique déjà observée pour D. hansenii et a révélé une grande 
diversité chez K. marxianus. La méthode a ainsi pu montrer la grande variabilité intraspécifique des 
espèces présentes dans le fromage, sans qu’il soit possible de corréler le typage avec l’origine 
géographique des isolats ou le type de fromage.  
Cette méthode apporte un outil rapide et robuste pour étudier la biodiversité des espèces au sein 
d’un écosystème complexe mais peut aussi être utilisée pour contrôler l’apparition ou la disparition 
des souches au cours de la fermentation ou de l’affinage d’un fromage. 
 
6.2.4 Microsatellite typing 
Le microsatellite typing (MLP) repose sur la variabilité de la taille des séquences microsatellites. Ce 
sont des répétitions en tandem de 2 à 5 nucléotides. Comme le MLP teste la présence d'allèles 
différents à un locus donné, l’étude sur des hétérozygotes est possible. Plusieurs études ont déjà 
rapporté l'utilisation de cette technique pour le génotypage d’espèce fongique. Cette méthode a été 
utilisée pour typer les souches de S. cerevisiae (Legras et al., 2005), elle révèle douze loci 
hypervariables permettant de discriminer les souches et montre les interactions génétiques entre 
elles. Legras et al. (2007) via une étude des 12 loci sur 651 souches. La Figure 23 est l’arbre 
consensus obtenu à partir de l’étude microsatellite. 95 % des levures isolées du vin ont pour ancêtre 
commun une souche proche des souches libanaises. Les auteurs suggèrent une migration de la 
Mésopotamie vers l’Europe des souches de S. cerevisiae en corrélation avec la domestication de la 





Figure 23 : Arbre phylogénétique consensus des populations de S. cerevisiae (Legras et al., 2007) 
 
Cette étude suggère alors, que la population de levures S. cerevisiae a été fortement influencée par 
la technologie humaine à travers l'histoire, la dérive génétique naturelle et la migration. Cela conduit 
à des populations progressivement différenciées. 
 
6.2.5 Multilocus sequence typing 
Le MultiLocus Sequence Typing (MLST) est une technique de typage moléculaire qui a été d’abord 
décrite pour une bactérie pathogène Nesseria meningitidis par (Maiden et al., 1998). Cette approche 
a été développée dans le but de permettre l’identification précise des souches bactériennes ou 
fongiques pathogènes ou non au profit de la surveillance épidémiologique et dans l’intérêt de la 
santé publique et d’évaluer la biodiversité des souches. Elle est basée sur l’analyse directe de la 
séquence de plusieurs gènes de ménages (housekeeping genes). Ainsi un schéma MLST comprend 
400 à 600 pb d’un groupe de cinq à dix gènes présents en une seule copie dans le génome. Les gènes 
de ménages sont des gènes dits constitutifs, très conservés durant l’évolution, qui assurent les 
fonctions indispensables à la vie de tous les types de cellules comme, par exemple, des gènes qui 
codent les protéines du cytosquelette (β-actine, α-tubuline), des enzymes de la voie du glucose (la 
glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase), etc. La technique est aujourd’hui très utilisée dans de 





La MLST est la technique de typage la plus utilisée pour l’ensemble des études épidémiologiques et 
de structuration de population (Meyer et al., 2009), elle a prouvé son pouvoir discriminant pour un 
grand nombre de pathogène fongique comme Candida albicans (Bougnoux et al., 2002), C. galbrata 
(Dodgson et al., 2003), C. tropicalis (Tavanti et al., 2005), C. dubliniensi (McManus et al., 2008), C. 
krusei (Jacobsen et al., 2007), Aspergillus fumigatus (Bain et al., 2007), et Cryptococcus neoformans 
(Meyer et al., 2009), C. gattii (Feng et al., 2008) mais aussi Saccharomyces cerevisiae (Ayoub et al., 
2006; Munoz et al., 2009). Dans ces derniers cas, l’analyse MLST offre un une méthode de typage 
pour les souches de S. cerevisiae et permet d’étudier les relations génétiques existantes entre elles. 
De plus, Ayoub et al. (2006) montre que la MLST permet de différencier les souches selon leur origine 
géographique, en regroupant les souches asiatiques d’une part et les souches industrielles ou 
libanaises d’autre part. Le schéma décrit ici, semble moins discriminant que le typage Microsatellite 
(92-97 % contre 99 %). Cela sera confirmé par l’analyse de génome complet (Liti et al., 2006) et 
l’analyse Microsatellite (Legras et al., 2007). 
Enfin, le typage avec la technique MLST des souches de C. galbrata causant des infections 
nosocomiales mené par (Lott et al., 2010) a mis en évidence des profils alléliques spécifiques de la 
localité géographique et de la période d’isolation des souches. Cela a conduit à la détermination de la 
structure des populations clonales et à la connaissance de l’évolution au cours du temps d’isolats 
pathogènes.  
Les points forts de la méthode sont sa capacité à fournir des données solides pour étudier l’évolution 
et les distances génétiques. C’est une méthode reproductible et reconnue pour sa portabilité. En 
effet, la technique reproduite par des laboratoires différents fournit les même résultats et la plupart 
des schémas MLST publiés sont développés comme outils pour la large communauté scientifique en 
étant disponible en ligne dans des bases de données internationales http://www.mlst.net/ et 
http://pubmlst.org/. 
Les méthodes de typage moléculaire ont ainsi apporté aux scientifiques, avec plus ou moins de 
succès, la possibilité de différencier les souches microbiennes pathogènes des souches 
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The taxonomy of the genera, Geotrichum/Galactomyces, Dipodascus, Magnusomycete and 
Saprochaete has undergone many changes since the description of Geotrichum candidum by Link in 
1809, especially because the anamorphs and teleomorphs of the same species were associated to 
different taxa. Though the use of molecular methods in preference to biohemical and morphological 
methods has greatly improved yeast taxonomy in recent years, structural differences in rDNA and 
significant intra-specific variability of rDNA sequences have hampered the establishment of a robust 
taxonomy for this group of species. We chose to compare the sequences of protein coding genes, 
and in this way avoided the inconsistency met with ribosomal DNA analysis. Our multi-genic analysis 
of 41 species covering the entire yeast tree with four housekeeping genes, ACT1, RPB1, RPB2 and 
TEF1 led to a robust phylogeny with three distinct taxa: Geotrichum/Galactomyces, Dipodascus and 
Magnusomycete/Saprochaete, with Yarrowia lipolytica and Arxula adeninivorans having a basal 
position in the Saccharomycotina part of the tree. Whereas the genus Magnusiomyces was not 
affected by our study, the species Galactomyces reessii and Geotrichum klebahnii were found to 
belong to the Dipodascus clade.. All the other Geotrichum and Galactomyces species analyzed here 
grouped in a specific clade. Whereas the type strains Galactomyces pseudocandidum CBS 820.71T 
and Geotrichum vulgare CBS 10073T were found to have nearly identical sequences for the three 
markers, ACT1, RPB1 and TEF1, the RPB2 marker displayed a 29 bp divergence out of 635 bp (96.5 % 
identity) between the two stains, suggesting that the RPB2 gene of one of the two strains originates 
from another uncharacterized species through a horizontal gene transfer event or that one of the 
strains analyzed is an inter-specific hybrid. In accordance with the recently accepted rule “one 
fungus, one name” of the amended article 59 of the International Code of Botanical Nomenclature, 
we propose to reinstate the genus Geotrichum Link in order to eliminate the confusion between the 
different names of the anamorphs and teleomorphs associated with this genus and to maintain the 











Geotrichum candidum (teleomorph Galactomyces candidus), is a filamentous fungus-like yeast 
displaying high morphologic variability and high phenotypic diversity. It is an ubiquitous species, 
which can be found in a wide range of habitats such as plant tissues, silage, soil, milk, cheese, air and 
water (Kurtzman et al., 2011; Pottier et al., 2008). G. candidum is mainly known because it is an 
important component of the microflora of soft cheeses such as Camembert and semi-fresh goat's 
and ewe's milk cheese and it has been used as a starter (see for review Boutrou and Gueguen 
(2005)). Members of the genus Galactomyces are commonly isolated from soil, air, water, milk, 
silage, plant, tissues, digestive tract in humans and other mammals (Pottier et al., 2008).  
The taxonomic position of G. candidum has been heavily debated. Because of its fungal-like 
morphology and its peculiar taxonomic position, much confusion was associated to the naming of 
this species. Although It was classified as yeast by Kurtzman and Robnett (1995) and by the two 
major monographs of Kurtzman and Fell (1998) and of Barnett et al. (2000), it was classified as 
moulds (Wouters et al., 2002). G. candidum and related species were considered as filamentous 
yeast-like fungi by de Hoog and Smith (2004). The genus Geotrichum was created by Link in 1809 
(Link, 1809) for the only species of the genus G. candidum. Since, several synonyms have been 
attributed to this species: Botrytis geotricha (Link 1824), Oidium lactis or Oospora lactis (Wouters et 
al., 2002), Endomyces geotrichum (Butler and Petersen, 1972), Galactomyces geotrichum (Smith et 
al., 2000) Dipodascus geotrichum (Butler and Petersen, 1972), Galactomyces candidus (de Hoog and 
Smith, 2004). Although G. candidum was an imperfect yeast, it was given the genus name 
Geotrichum, instead of Candida. A teleomorphic genus name, Endomyces, for the anamorph G. 
candidum was proposed by Butler and Petersen, (1972). This species was further placed into the 
genus Galactomyces under the name Galactomyces geotrichum (Redhead and Malloch, 1977). This 
led to today’s co-existence of a species with two genus names, Geotrichum and Galactomyces, like it 
is the case in ascomycetous and basidiomycetous fungi, including the confusion between the two 
distinct taxa Geotrichum candidum and Galactomyces geotrichum (Butler and Petersen, 1972). de 
Hoog et al. (1986) used a combination of phenotypic and nuclear genome analyses to revise the 
genus Geotrichum into an anmorphic Geotrichum, two teleomorphic genera Galactomyces and 
Dipodascus. Using D1/D2 sequence analysis, Kurtzman and Robnett (1995) have shown that G. 
candidum was associated to one of the two clades of Dipodascus Using DNA hybridization, four 
subgroups of G. geotrichum: G. geotrichum sensu stricto, G. geotrichum group A, B and were 
distinguished by Smith et al. (1995). A key using classical identification and GC% was presented to 
identify taxa of the genera: Geotrichum, Galactomyces and Dipodascus (Smith et al., 2000). In 




parallel, 18S ribosomal DNA was shown to be largely distinct between two groups of the genera 
Dipodascus/Geotrichum, analysis led to to a polyphyly of these two genera (Ueda-Nishimura and 
Mikata, 2000). DNA/DNA hybridization separated Dipodascus species into two groups plus additional 
species, namely, two isolates from Dipodascus aggregatus and one from Dipodascus ovetensis, which 
could not be satisfactorily classified (Smith and Poot, 2003). More recently, a taxonomic analysis of 
Geotrichum and related genera such as Dipodascus, Magnusomycete and Spharochaete based on 
rDNA 18S and ITS phylogeny proposed that the G. geotrichum/G. candidum complex contained four 
separate species (de Hoog and Smith, 2004): Gal. geotrichum, Gal. candidus, Gal. pseudocandidum 
and G. europaeum. In particular, the teleomorphic state of G. candidum was changed from Gal. 
geotrichum to Gal. candidus, since Gal. geotrichum species was distinguished from G. geotrichum. 
This work also reassigned a number of species to different genera, such as Dipodascus sp. which have 
been reclassified as Saprochaete or Magnusiomyces sp. The SSU analysis led to an incongruous 
sepatartion of these ensemble of species in two groups of species. 
Recent work has shown that within the species G. candidum, ribosomal DNA sequence was highly 
variable between and even within isolates (Alper et al., 2011), suggesting that this species carried 
distinct rDNA units. Recent work by B. Stielow and his collaborators suggested that, variability of ITS 
rDNA within and between species may be critical for the delineation of some species (Stielow et al, 
poster at the ICY 2012, Madison). Although very useful for delineating species, ribosomal DNA 
sequences, are not always able to resolve by and large inter-generic relationships, especially species 
belonging to complexes. Therefore, the current classiﬁcation of Geotrichum and related taxa is only 
based on SSU and ITS, whereas in the Saccharomycotina subphylum, multi-gene analysis was shown 
to improve yeast classification by providing well-circumscribed taxa and robust phylogenies 
(Kurtzman and Robnett, 2003; Suh and Blackwell, 2006). Very recently and despite the sequence 
variability associated to ribosomal sequences, Groenewald et al. (2012) used a combination of 26S 
and ACT1 cioding gene sequences to delineate G. candidum and closely related species. This work 
inferred that Geotrichum sivilvicola and Geotrichum brindzae were synonyms of G. candidum and 
Geotrichum vulgare was conspecific with Gal. pseudocandidus. 
Since ribosomal DNA was bringing a number of inconsistencies on the phylogenetic position G. 
candidum with a number of of its related neighbours,we took advantage from the on-going 
sequencing of G. candidum to facilitate the amplification and the sequencing of widely used 
phylogenetic markers, anf thus to avoid the problems inherent to ribosomal DNA. We performed a 
multi-gene analysis on 41 species, which placed unambiguously G. candidum in the ascomycetous 
yeast tree. We further analyzed the phylogenetic relationship between several representatives of the 
Geotrichum, Galatomyces, Dipodascus, Magnusomyces and Saprochaete genera and showed that 
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previous phylogeny either based on phenotypic characteristics and morphology or based on short ITS 
sequence led to polyphyletic genera. We propose a reclassification of several species belonging to 
Galatomyces, Dipodascus, Magnusomycetes and Saprochaete genera. 
 
Materials and methods 
 
Strains used in this study 
All strains used in this study are listed in Table 1. Cells were routinely grown in YPD medium (1% 
yeast extracts, 1% peptone, 1% glucose) at 28°C with shaking. 
 
Genomic DNA extraction  
Cells grown in 15 ml YPD medium overnight at 28°C were centrifuged at 2500 x g for 3 min, and the 
resulting pellet was washed twice in 750µl H2O. The resulting pellet was resuspended in 200µl of lysis 
buffer (1% sodium dodecylsulfate, 2% triton, 100mM NaCl, 50mM EDTA, 50mM Tris, pH 8), 200µl 
chloroform phenol (pH=8) and 300mg glass beads. The suspension was supplemented with 200µl TE 
buffer and centrifuged for 5 min at 12000g. The aqueous portion was transferred to a new tube, and 
two chloroform extractions were carried out. DNA was precipitated with 1.5 vol. ethanol 100% and 
centrifuged for 4 min at 12000g. The pellet was rinsed with 400µl 70% ethanol, solubilised in 400µL 
TE and with 3µl RNAse (10mg/ml) for 30 min at 37 °C. After a second precipitation with Ethanol 
100%, the pellet was dried and resuspended in 50µl TE buffer. The DNA concentration was quantified 
on agarose gel. 
 
PCR amplification  
Routinely, 2µl DNA (between 25 and 50ng) was added to 48µl PCR Reaction mix containing 0.8mM 
dNTP mixture, 0.1µM forward and reverse primers in the recommended buffer and 1 unit of TaKaRa 
Ex Taq®. Reactions were run on a 2720 Thermal cycler (Applied Biosystems). ITS1 and ITS4 region DNA 
was amplified with 600 nM primer ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) and 600 nM ITS4 primers 
(5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’)(Lott et al., 1993), and the following thermocycler parameters 94°C 
for 5 min, followed by 30 cycles at 94°C for 30 s, 50°C for 30 s, and 72°C for 30 s, followed by one 
final extension at 72°C for 5 min. Similarly, 600 nM (each) NL-1 (5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-
3’) and NL-4 (5’-TCCGTGTTTCAAGACGG-3’) (Kurtzman and Robnett, 1998) was used to amplify the 




D1/D2 variable domain of the 26S ribosomal DNA (rDNA) gene, Rpb2_6F (5’-
TGGGGKWTGGTYTGYCCTGC-3’) and Rpb2_7R (5’-CCCATWGCYTGCTTMCCCAT-3’) 2400 nM (each) was 
used to amplified the RNA polymerase II gene (Liu et al., 1999). CA14 (5’-
AACTGGGATGACATGGAGAAGATCTGGC-3’) and CA5R (3’- GTGAACAATGGATGGACCAGATTCGTCG-5’) 
600 nM (each) were used to amplified the ACT1 gene exon designed by Daniel and Meyer (2003). 
Finally, to amplify the gene encoding the first subunit of RNA polymerase II large subunit (Matheny et 
al., 2002), the RPB1 2400 nM primers gRPB1-Afor (5’-GAKTGTCCKGGWCATTTTGG-3’) and fRPB1-Crev 
(5’-CNGCDATNTCRTTRTCCATRTA-3’) concentration have been used as followed: First denaturation 
94°C 5min, amplification with 35 cycles 94°C 30 s, 50°C 40 s and 72°C 1min. A final elongation of 5 
min at 72°C was added. 
 
DNA sequence determination and phylogenetic analysis 
PCR fragments were sequenced on both strands by Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Germany) 
using primers that served for the PCR amplification. Sequences were assembled with the 
phred/phrap/consed package. Sequences were analyzed with the EMBOSS package and various 
programs in the EMBOSS environment (Rice et al., 2000), including BLAST and FASTA. Sequence 
alignments were generated by using MUSCLE (Edgar, 2004) version 3.7 implemented in phylogeny.fr 
and were manually adjusted with Genedoc (http://www.psc.edu/biomed/genedoc).Phylogenetic 
trees were reconstructed with Phyml (Guindon and Gascuel, 2003) version 3.0 and neighbor-joining 
implemented in MEGA5 (Tamura et al., 2011) Phylogenetic trees were visualized with NJplot 




Use of the ACT1 coding sequence to delineate the species G. candidum 
As stated in the introduction, placement of the species studied here has changed so many times that, 
with the exception of Geotrichum candidum, the names appearing in Kurtzman et al. (2011) were 
used throughout this work. Several studies have pointed towards an important intra-specific 
variability of ribosomal DNA (Alper et al., 2011; Groenewald et al., 2012), therefore we have chosen 
to use only coding sequence. Considering the confusion concerning the G. candidum species, we first 
analyzed a total of 121 strains thought to belong to this species for their ACT1 coding sequence to 
assess a possible intra-specific variability. A total of 51 strains were from the CIRM-Levures and the 
  
65 
rest, 68 strains, were provided by various cheese producers or starter producers. The ACT1 
sequences from these strains were compared to the sequence of the type strains of G. candidus CBS 
178.71T and G. candidum CBS 615.84T. All strains presented a sequence varying by 4 bp at most with 
that of the type strain of G. candidum CBS 615.84T indicating that they all belong to the species G. 
geotrichum (data not shown). These figures are well below the threshold to delineate species using 
the ACT1 coding sequence defined by Daniel and Meyer (2003). Three of these strains showed an 
identical sequence to that of G. sylvicola type strain CBS 9194T. Groenewald et al. (2012) recently 
have shown that G. candidum and G. sylvicola were conspecific on the basis of the lack of divergence 
in the ACT1 coding gene and the D1/D2 sequences.  
Several studies pointed towards an important intra-specific variability at the sequence level using the 
random amplified micro-satellites technique and RAPD-PCR, (Gente et al., 2002b) at the level of the 
chromosome length polymorphism (Gente et al., 2002a) or at the level of ribosomal sequence (Alper 
et al., 2011) To increase the sensitivity of our analysis, we sequenced the 5’ end of the gene encoding 
the B-tubulin, which contains the more variable intronic sequences. Hardly any variability was 
observed in a total of 77 strains. Our conclusion from the analysis of the ACT1 coding sequence and 
of the B-tubulin gene introns is in contradiction with the above quoted studies.  
Our results are in sharp contrast with that observed by de Hoog and Smith (2004) and Alper et al. 
(2011). Both studies concluded in an important variation in the rDNA ITS and in the various rDNA part 
like D1D2, 26S and ITS, respectively. The rDNA variability could be attributed to the presence of 
various type of rDNA units with divergent sequences as shown for Yarrowia lipolytica (Fournier et al., 
1986). More recently, Stielow et al extended this results to the ITS of G. candidum as well as other 
species related to Geotrichum candidum (Stielow et al, in the press).  
 
Phylogenetic relationship between Geotrichum/Galactomyces, Dipodascus and Magnusiomyces 
species 
The phylogenetic relationship of a number of species of the Geotrichum/Galactomyces, Dipodascus, 
Saprochaete and Magnusiomyces was analyzed using the partial sequence of three housekeeping 
genes, the exon2 of the ACT1 gene (Daniel and Meyer, 2003), the genes encoding RNA polymerase 
first largest subunit (RPB1) (Matheny et al., 2002), RNA polymerase second largest subunit (RPB2) 
(Liu et al., 1999) and the translation factor 1alpha (TEF1) in 21 species belonging the following genera 
Galactomyces, Geotrichum, Dipodascascus, Magnusiomyces and Saprochaete. The accession 
numbers of the four sequences are listed in Table 1. Several other markers like MCM7 and mtCOXII 
were assayed, but could not be amplified for the totality of the strains analyzed here. 




Interestingly, analysis of the sequences of Gal. candidus CBS 178.71T revealed Single Polymorphism 
Nucleotides (SNPs), amounting to 3 bp and 8 bp out of 713 bp in ACT1 exon 2 and 635 bp in RPB2. In 
addition, our analysis of genetic variability within the species extended to other markers confirmed 
this result (data not shown). This is consistent with this strain being diploid heterozygote, as 
suggested by Groenewald et al. (2012), who found that it was auto-fertile.  
In order to better define the phylogenetic relationship between these genera we performed a 
phylogenetic analysis with 21 species of the above mentioned genera as well as 13 Saccharomycotina 
species, seven euascomycotes, an archeascomycete and a basidyomycete. The three concatenated 
sequences amounted to 2362 positions. Coprinopsis cinerea sequences were used as outgroup. The 
figure 1 presents the tree established with phyML algorithm with 100 replicates. Most of the 
branches of the tree shown in Figure 1 were well supported by high bootstrap values. However, we 
removed from the tree D. albidus and D. geniculatus, whose sequences affected the robustness of 
the tree. Unlike previous studies (de Hoog and Smith, 2004), all the species from the genera 
Dipodascus, Magnusiomyces, Sapprochete and Galactomyces/Geotrichum that we analyzed grouped 
together. The tree also indicated that Y. lipolytica and B. adeninivorans have a basal position in the 
Saccharomycotina subphylum. This was not observed in a recent phylogeny of the type species of 70 
described genus (Kurtzman and Robnett, 2012), but these authors used a different set of genes and 
of species. However, they found that the type species of the genera Dipodascus, Galactomyces and 
Magnusomyces grouped together, in agreement with our analysis. The position of D. albidus, the 
type strain of the genus Dipodascus was unfortunately too weakly supported to be included in the 
tree, but other Dipodascus species were analyzed. 
de Hoog and Smith (2004) deduced from a phylogenetic reconstruction with rDNA SSU that the 
species belonging to the genera of interest were split in two parts separated by the CTG clade, the 
Saccharomyces clade and other Saccharomycotina. Using coding sequences, we clearly show here 
that it is not the case. Our analysis distinguished three distinct clades (Figure 1). The three genera 
Dipodascus, Magnusiomyces/Sapprochete and Galactomyces/Geotrichum defined using SSU and ITS 
by de Hoog and Smith (2004) are all polyphyletic. This was also the case when ITS was used to 
generate a phylogeny of the species belonging to these genera as separated entities (de Hoog and 
Smith, 2011a, b, c, d). As expected we have a mixture of anamorphic and teleomorphic names in the 
same clade; this is true for Geotrichum/Galactomyces in the clade I and Saprochate/Magnusomyces 
in the clade III. Apart from the Geotrichum sensu stricto species comprising G. candidum, G. 
geotrichum, G. citri-aurentii, G. pseudocandidum, G. vulgare, G. silvicola, and G. europeanum, which 
all grouped together, all the other clades contained species attributed to Geotrichum/Galactomyces. 
This is the case of clade II in which Gal. reesii and G. klebahnii can be found. However the name 
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changes have been so frequent in this part of the Saccharomycota subphylum that, in our tree, each 
species has synonym belonging to any of the studied genera. 
The clade 1 is well circumscribed with most branchings well supported by high bootstrap values and 
it contains all the Geotrichum sensu stricto species. Results are similar to that obtained recently by 
Groenewald et al. (2012) on the basis of the rDNA D12D2 and ACT1 sequence analysis. G. europaeum 
is closely related to G. candidum. Galactomyces citri-autrenti has a basal position in the 
Geotrichum/Galactomyces clade. However these authors considered that G. pseudocandidum and G. 
vulgare were conspecific. In agreement with thee authors, we found that both species had nearly 
identical sequences for ACT1, RPB1 and TEF1 with 1 bp, 4 bp and 3 bp, respectively. However, we 
found that RPB2 from both strains diverged by 29 bp (95% identity). This divergence is similar to that 
seen between well circumscribed species like Galactomyces. geotrichum CBS 772.71T and G. 
candidum CLB 918 which amounted to 32 bp. 
Interestingly, the two species Gal. pseudocandidus and G. vulgare were introduced by de Hoog and 
Smith (2004) on the basis of DNA/DNA hybridization relatedness. However the relatedness between 
the two species was rather low as it amounted to 58%. A similar figure was obtained when 
Saccharomyces pastorianus was tested against other Saccharomyces species (Vaughan-Martini and 
Kurtzman, 1985). It was further shown that S. pastorianus was a hybrid and this could explain high 
DNA/DNA reassociation relatedness. The close to or complete identity between ACT1, RPB1 and 
TEF1, or the high divergence between RPB2 may be due to Horizontal Gene Transfer (HGT). These, 
and especially introgressions, have been found at high frequency in the genus Saccharomyces (Liti et 
al., 2006; Novo et al., 2009). Gal. pseudocandidus and G. vulgare are closely related and it is not 
unreasonable to think that they may have mated, and the extant strains analyzed here is the result of 
one or several rounds of hybridizations as observed in the genus Saccharomyces (Novo et al., 2009) 
(Novo et al, 2012) or in the genus Millerozyma (Mallet et al., 2012). The analysis of other strains 
belonging to these species may shed light on this discrepancy. So far, introgression and HGT between 
different yeast species were shown to involve several contiguous genes (Liti et al, 2006; Novo et al, 
2009). We attempted to evidence similar sequence divergence in genes surrounding RPB2 on the 
basis of a conserved syntheny between G. candidum and both species. We were able to amplify 
genes supposedly surrounding RPB2 but we found they were very similar in sequence (data not 
shown). This may indicate that RPB2 is the only gene transferred horizontally or that synteny is not 
conserved between G. candidum and the couple Gal. pseudocandidus/G. vulgare. 
 




The second clade is also well circumscribed with high bootstrap values. This clade contains three 
Dipodascus species (Dipodascus aggregatus, Dipodascus tetrasporeus and Dipodascus australiensis), 
Gal. reesii and G. klebahnii. On the basis of rDNA SSU sequence comparison, these species belonged 
to the same group, but in our study, they are clearly distinct from the group 
Geotrichum/Galactomyces, which also belong to the ITS group I (de hoog and Smith, 2004). In a study 
analyzing rDNA SSU and D1/D2, D. tetrasporeus was placed near some Geotrichum species. This 
species was more loosely associated to D. aggregatus (Nagahama et al., 2008). In the same study, 
another clade was formed by several Geotrichum species and D. australiensis, itself related to Gal. 
geotrichum and Gal. citri--aurantii.  
Our data also place Gal. reesii in the genus Dipodascus, which was not observed by de Hoog and 
Smith (2004) on the basis of the short ITS sequence comparison. The latter analysis splits the 
Dipodascus species in two clades, separated by the genus Geotrichum. G. klebhani was associated to 
one of these two Dipodascus clades. Our study places together G. klebhani, Gal . reesii and D. 
australiensis. 
Overall, results obtained by rDNA and protein coding sequence are not similar, since our data clearly 
separated D. australiensis from the Geotrichum clade. This discrepancy could be due to the peculiar 
sequence of rDNA in this group of species, as already discussed.  
The third clade was entirely made of Magnusomyces/Saprochete species. This clade is quite distinct 
from the other two clades. In this case, similar results were observed with protein coding sequences 
and rDNA sequences, including the work by Nagahama et al. (2008) and the work by de Hoog and 
Smith (2004). 
Interestingly, our data do not contradict completely the results obtained with rDNA. What gene 
coding sequence brings is the clear separation between the Geotrichum clade and the Dipodascus 
clade, which is accompagnied by the more robust placement of some species like Gal. reesii and G. 
klebhani in the Dipodascus clade.  
 
Reinstatement of the genus Geotrichum 
Geotrichum was initially proposed as the genus name catering for G. candidum by Link in 1809. There 
are many reasons for which we propose to reinstate this genus.  
This species is very much used in biotechnology and agro-food industry under the name Geotrichum 
candidum. Thus, the name change introduced by has introduced an important confusion. In addition, 
the genus Galactomyces has been described as teleomorph names of Dipodascus species and 
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Geotrichum species (de Hoog and Smith, 2004). But for some species the two names are still used, 
increasing the misunderstanding surrounding. At the moment, the species name Galactomyces 
candidus is not recognized as a species by NCBI; in addition, Galactomyces geotrichum is considered 
as the teleomorph of Geotrichum candidum (Taxonomy ID: 27317), whereas they are quite distinct 
species (Fig. 1). As a consequence of which, for instance, the species was decribed, because this 
study did not include the type strain of G. candidum/Gal. candidus (CBS 178.71T). It was recently 
demonstrated that G. bryndzae CBS 11176T this species is conspecific with G. candidum. 
(Groenewald et al., 2012). 
The 18th International Botanical Congress, held in July 2011, adopted an amendment to Article 59 of 
the International Code of Botanical Nomenclature which abandons the dual nomenclature 
traditionally used in mycology to designate the sexual and asexual forms of a fungal species (Norvell, 
2011). The “one fungus , one name” rules impose that one name has to be chosen for the genus 
Geotrichum/Galactomyces. The choice of the most recent genus described is recommended by the 
code; however, in the case of Geotrichum/Galactomyces the various reasons presented above argue 
strongly in favor of Geotrichum. 
 
Proposed new species combinations for Geotrichum  
Type strain of the genus: Geotrichum candidum Link.  
 
1 Geotrichum pseudocandidum Morel and Casaregola comb. nov. 
Basionym: Galactomyces pseudocandidus de Hoog & M.Th. Smith, Studies in Mycol. 50: 503, 2004 
319  
This species has for synonym: Geotrichum vulgare Wuczkowski, Bond & Prillinger, 
Int.J.Syst.Evol.Microbiol. 56:302 2006 
2. Geotrichum pseudogalactomyces. Morel and Casaregola comb. nov. 
Basionym: Endomyces geotrichum E.E. Butler & L.J. Petersen, Mycologia 64: 367. 1972. 
 
Proposed new species combinations for Dipodascus 
1. Reinstatement of Dipodascus reessii (van der Walt) von Arx 
Basionym: Endomyces reessii Walt J.P.van der 1959 Antonie van Leeuwenhoek 25 




This species has for synonym: Galactomyces reessii Redhead S.A. et al. 1977 Canad. J. Bot. 55(13) 
2. Dipodascus klebahnii (Stautz) Morel and Casaregola, comb. nov. 
Basionym: Oospora klebahnii Morenz J. 1963 Mykol. Schriftenr. 30 




Folowing the discovery of sexuality in some species of the genus Saprochaete, the name 
Magnusiomyces was given to the teleomorphic species of the genus Saprochaete by de Hoog and 
Smith (2004). Our analysis as well as other analysis from others (de Hoog and Smith, 2004, 2011a, b, 
c, d; Nagahama et al., 2008) indicates that Magnusomyces and Saprochaete species form a well 
circumscribed clade.   
The 18th International Botanical Congress, held in July 2011, adopted an amendment to Article 59 of 
the International Code of Botanical Nomenclature, that the concept of sexuality was not valid for the 
definition of species. We therefore propose that the species belonging to the genus Saprochaete 
studied here be now part of the genus Magnusomyces.  
 
Proposed new species combinations for Magnusomyces 
1. Magnusomyces fragrans (Boekhout) Morel and Casaregola, comb. nov. 
Basionym : Oospora fragrans Berkhout, C.M. 1923. De schimmelgeslachten Monilia, Oidium, Oospora 
en Torula. :1-71  
This species has for synonym Oidium suaveolens Krzemecki 1913 Zentbl. Bakt. ParasitKde Abt. 2 
Geotrichum fragrans Morenz J. 1963 Mykol. Schriftenr. 30, Saprochaete suaveolens (Krzemecki) de 
Hoog & M.T. Sm., Studies in Mycology, 50(2):508, 2004 
Type : CBS 152.25 (CLB 1387) 
2. Magnusomyces suaveolens (Krzemecki ) Morel and Casaregola, comb. nov. 
Basionym:. Oidium suaveolens Krzemecki, Zentbl. Bakt. ParasitKde, Abt. 2, 38: 577. 1913 
This species has for synonym: Saprochaete clavata (de Hoog, M.Th. Smith & Guého) De Hoog and 
Smith, Studies in mycology 50: 489–515. 2004 
Type: CBS 425.71 (ex-holotype) (=CLIB XXX), human lung tissue,U.S.A.  
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3. Magnusomyces vini (van der Walt & van Kerken) Morel and Casaregola comb. nov.  
 Basionym: Candida ingens van der Walt & van Kerken. Antonie van Leeuwenhoek 27: 285. 1961  
This species has the following synonyms: Geotrichum ingens (van der Walt & van Kerken) de Hoog, 
M.Th. Smith & Guého, Mycotaxon 63: 346. 1997; Pichia humboldtii Rodrigues de Miranda & Török, 
Antonie van Leeuwenhoek 42: 343. 1976 and Saprochaete ingens (van der Walt & 
van Kerken) De Hoog and Smith, Studies in mycology 50: 489–515. 2004 
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Figure 1 Molecular Phylogenetic analysis: Phylogenetic tree reconstructed with Maximum Likelihood 
and neighbor-joining on the concatenation ACT1, RPB1, RPB2 and TEF1 coding sequences amounting 
to 2362 positions. Bootstrap values were from 100 replicates. Bootstraps over 60 are indicated; the 
first number is PhyML bootstrap, the second is neighbor joining one 
 





Schizosaccharomyces pombe CBS 356
Stagonosporanodorum SN15
Neurospora crassa OR74A





Yarrowia lipolytica CLIB 122
Blastobotrys adeninivorans CBS 8244
Magnusiomyces ovetensis CBS 192.55
Magnusiomyces ingens CBS 517.90
Saprochaete clavata CBS 425.71
Magnusiomyces spicifer CBS 244.85
Dipodascus capitatus CBS 571.82
Magnusiomyces tetrasperma CBS 765.70




Dipodascus australiensis CBS 625.74
Dipodascus tetrasporeus CBS 10071
Dipodascus aggregatus CBS 175.53
Geotrichum vulgare CBS 10073
Galactomyces pseudocandidum CBS 820.71
Galactomyces geotrichum CBS 772.71
Geotrichum europaeum CBS 866.68
Galactomyces candidum CLIB 918
Galactomyces citri-aurantiiCBS 175.89
Candida albicans SC5314
Scheffersomyces stipitis CBS 5773
Debaryomyces hansenii CBS 767
Lachancea kluyveri CBS 3082
Lachancea thermotolerans CBS 6340
Kluyveromyces marxianus CBS 712
Kluyveromyces lactis CBS 683
Zygosaccharomyces rouxii CBS 732
Candida glabrata CBS 138
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Abstract 
Geotrichum candidum is an ubiquitous yeast and is essential for cheese making during which it 
provides various biochemical activities affecting texture and aroma. Previous characterizations of this 
species only addressed cheese isolates. Here, we report a study of the genetic diversity of dairy and 
environmental strains of G. candidum. We developed a Multi Locus Sequence Typing (MLST) scheme, 
and the analysis of 19 housekeeping genes identified a set of five loci sufficiently divergent to yield a 
total of 30 Sequence Types (STs) among 55 G. candidum strains, 37 of them isolated from dairy 
sources or cheese, the rest from the environment. Overall sequence variability was low: 0.9%. 
Phylogenetic analyses clearly differentiated two main clades comprising 50 of the 55 isolates. One 
clade included mainly clearly distinct environmental isolates and few cheese strains. The second 
clade was constituted of 39 strains (14 STs), all but one isolated from cheese. This suggests a degree 
of adaptation to the dairy ecosystems by a group of specialized G. candidum strains. In addition to 
the MLST scheme, we developed a fast and reproducible RAPD-like method for G. candidum, PCR 
inter LTR; this method could type the dairy strains which could not be distinguished by MLST. Thus, l 
all of the strains, except a group of five potentially identical strains from Haute-Savoie, could be 
individualized. Our findings indicate that the genetic diversity of G. candidum is low and that the 
diversity observed using RAPD may be linked to genomic plasticity. Finally, by analyzing the 
distribution of the mating types in the strains studied, we found that genetic exchanges are frequent 
in G. candidum. This may explain the low genetic diversity observed in this species. 
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Introduction 
Geotrichum candidum (teleomorph Galactomyces candidum) is commonly found in foodstuffs, either 
as an integral part of their normal constitution or as a contaminant. It is naturally present in raw milk 
(Desmasures et al., 1997) and is marketed as a starter for cheese making, because of its proteolytic 
activities, its aromatic properties and its covering properties: it is desirable on the surface of semi-
hard cheeses, and mould-ripened or smeared soft cheeses (Marcellino et al., 2001). 
G. candidum was first described by Link in 1809. Since then, several other names have been given to 
G. candidum (Kurtzman et al., 2011). For a long time, it was considered to be a filamentous fungus. It 
now classified in the Saccharomicotina subphylum (de Hoog and Smith, 2004; Groenewald et al., 
2012; Kurtzman and Fell, 1998); Morel et al., (in preparation). 
G. candidum displays substantial morphological diversity and a wide ecological distribution. The 
genetic basis of this variability has been investigated: work based on RAM-PCR (Marcellino et al., 
2001) and RAPD-PCR (Gente et al., 2002b) observed a high degree of genetic diversity of G. 
candidum, in some way correlated to its various ecological niches and morphological polymorphism. 
PFGE profiling of 13 strains revealed very diverse numbers of chromosomes, and therefore genome 
sizes. This led to the suggestion that genome size correlated with strain morphology (Gente et al., 
2002a).  
In addition to various typing methods based on RAPD and chromosome length polymorphism, there 
are two main typing methods for yeasts. Multi-Locus Sequence Typing (MLST) is based on 
comparisons of single housekeeping gene sequences and it is reliable and reproducible. This method 
can be used to create a database, which can be continuously updated and enlarged by independent 
laboratories (Bougnoux et al., 2004; Taylor and Fisher, 2003). It is the most popular typing method 
for yeast and has been applied to more than 10 species, including Candida albicans (Bougnoux et al., 
2002), Candida glabrata (Dodgson et al., 2003), Candida tropicalis (Tavanti et al., 2005), Candida 
dubliniensis (McManus et al., 2008), Candida krusei (Jacobsen et al., 2007), Saccharomyces cerevisiae 
(Munoz et al., 2009) and Cryptococcus gattii (Feng et al., 2008). The second method, microsatellite 
typing, is based on the variability of small repeats of two or three nucleotides, has proven to be 
valuable (Garcia-Hermoso et al., 2007; Legras et al., 2007; Legras et al., 2005; Pan et al., 2012). It is 
particularly suitable for isolates that diverged recently (Haasl and Payseur, 2011; Klaassen, 2009). 
Although inconsistent results have been obtained with MLST and microsatellite analyses (Vanhee et 
al., 2009) studies in yeast, and in particular with C. albicans have shown that MLST and microsatellite 
typing led to similar results (Garcia-Hermoso et al., 2007). 
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We exploited the recently completed genome sequence of the G. candidum strain CLIB 918, or ATCC 
204307, (Morel et al, in preparation) to develop protocols for typing this species. We developed a 
MLST scheme based on five housekeeping genes in 55 strains. A total of 30 sequence types (STs) 
were differentiated and a number of them formed a distinct clade entirely constituted of isolates 
from cheese. Contrasting with previous suggestions, our work reveals that the genetic diversity of G. 
candidum is low. An additional method, a inter LTR PCR fingerprinting was developed to differentiate 
strains sharing the same MLST sequence type and to provide a fast and reliable tool for studying the 
diversity of industrial isolates of G. candidum. Finally, by analyzing the distribution of mating types 
we show that clonality is much reduced in this yeast species. 
 
Materiels and methods 
 
Yeast strains 
Isolates used in this study are listed in Table 1. FM strains were provided during the “Food 
Microbiomes” project by producers of starter cultures and cheeses, and were given FM numbers to 
keep their origin confidential; UCMA strains were provided by the University of Caen (France) and 
CLIB strains by CIRM-Levures (Thiverval-Grignon, France; http://www.inra.fr/cirmlevures). Most of 
the G. candidum isolates were from dairy products and are involved in the ripening of various 
cheeses, some are from other habitats such as soil; these strains were isolated in various places in 
France and the rest of the world. Other G. candidum strains were from Centralbureau voor 
Schimmelcultures (Utrecht, the Netherlands), Museum National d'Histoire Naturelle, Laboratoire de 




Routinely, yeast strains were grown in YPD (Yeast Peptone Dextrose: yeast extract 10 g / L, bacto 
peptone 10 g/L glucose 10 g/L) at 28 ° C with shaking. For solid medium, 14g / L of agar was added to 
YPD. Colony morphology was observed on YPD agar and PDA (Potato Dextrose Agar) medium 
(bioMérieux). Aliquots of 50 µL of exponentially growing cultures were spotted onto the center of 
Petri dishes and incubated at 28°C for 7 days. 
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DNA extraction 
Cultures grown in 3ml YPD medium overnight at 28°C were centrifuged at 2500g for 3min, and the 
cell pellets were washed in 750μl 50 mM EDTA. Each cell pellet was resuspended in 200 μl lysis buffer 
(1 % SDS, 2 % triton, 100 mM NaCl, 50 mM EDTA, 50mM Tris, pH=8), 200 μl chloroform/phenol 
(pH=8) and 300 mg glass beads and mechanically shaken for 4 mins. Then, 200 μl TE buffer was 
added and the samples centrifuged for 5 mins at 12,000g. The aqueous phase was transferred to a 
new tube, and two chloroform extractions were carried out. DNA was precipitated with an equal 
volume of 100% ethanol and centrifuged for 4 mins at 12,000g. The pellet was rinsed with 400 μl of 
70 % ethanol, dried at room temperature for 15 mins, resuspended in 50μl TE buffer, and incubated 
with 2 μl RNase (10mg/ml) for 30 mins at 37°C. The DNA concentration was quantified on agarose 
gel. 
 
PCR amplification  
The oligonucleotide primers used in this study are listed in Supplementary Table S1. They were 
designed with Primer3 (http://fokker.wi.mit.edu/primer3) from the complete genome sequence of 
G. candidum CLIB 918 (Morel et al, in preparation). For inter-LTR PCR fingerprinting, LTR sequences 
were aligned using the ClustalX2 program (17846036) and primers were designed to correspond to 
parts of the conserved regions, i.e. oligonucleotides GC1_LTR_for and GC2_LTR_rev from the G. 
candidum LTR retrotransposon Tgc5. For MLST, 2 μl of DNA (containing between 25 and 50 ng) was 
added to 48 μl PCR reaction mix containing 0.8 mM dNTP mixture, 0.1 μM forward and reverse 
primers in the manufacturer’s recommended buffer and 1 U TaKaRa Ex Taq. Reactions were run on a 
2720 thermal cycler (Applied Biosystems) as follows: 5 min at 94°C followed by 30 cycles of 30 s at 94 
°C, 40 s at temperatures between 35 and 50 °C and between 30 and 60 s at 72 °C, with a final 
extension step of 7 min at 72 °C. For sexual sign determinations, PCR were run with the primer pairs 
GECA_MATAfw/GECA_MATArv and GECA_MATB fw and rv on a 2720 thermal cycler (Applied 
Biosystems) as follows: 5 min at 94°C followed by 30 cycles of 30 s at 94 °C, 40 s at 50 °C and 60 s at 
72 °C, with a final extension step of 7 min at 72 °C.  
For inter-LTR PCR fingerprinting, PCR conditions with the primer pair GC1_LTR_for /GC2_LTR_rev 
were as follows: 94 °C for 4 min, four cycles of 94 °C for 30 s, 37 °C for 30 s and 72 °C for 2 min, 
followed by 30 cycles of 30 s at 94 °C, 40 s at temperature varying between 50 °C and 2 min at 
72°Cwith a final extension at 72 °C for 4 min.  
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PCR products were visualized on a 2% agarose gel (wt/vol) (Q-Biogen, France) with 1 X TBE 
electrophoresis buffer (Q-Biogen, Illkirch, France) containing 0.2 mg/mL ethidium bromide, run at 
120 V in a SUB-CELL GT electrophoresis system (BIORAD, Les Ulis, France) for 1 hr. 
 
DNA sequence determination and phylogenetic analysis 
PCR fragments were sequenced on both strands by Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Germany). 
Sequences were assembled with the phred/phrap/consed package (Ewing and Green, 1998; Ewing et 
al., 1998; Gordon et al., 1998) and analyzed with various programs including BLAST implemented at 
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).Sequence alignments were generated by using ClustalX2 (Larkin 
et al., 2007) and MUSCLE (Edgar, 2004) and manually adjusted with Genedoc 
(http://www.nrbsc.org/gfx/genedoc/). Phylogenetic trees were constructed with the Neighbor-
Joining program implemented in ClustalX2 or with Phyml (Guindon and Gascuel, 2003). Phylogenetic 
trees were visualized with Seaview or NJplot (Gouy et al., 2010; Perriere and Gouy, 1996). 
Bionumerics software 5.1 (Applied Maths, Belgium) was used for the acquisition of inter-LTR profiles 




Design of a MLST scheme for G. candidum 
The literature on MLST was surveyed to identify genes which have been used to design MLST 
schemes in previous studies on yeasts (Bougnoux et al., 2002; Dodgson et al., 2003; Jacobsen et al., 
2007; McManus et al., 2008; Munoz et al., 2009; Tavanti et al., 2005). A total of 19 sequences 
corresponding to the G. candidum orthologs of such genes were extracted from the genome of CLIB 
918. Primers were designed and were tested in PCR amplification experiments on 55 strains assumed 
to be haploid on the basis of their mating type characteristics (see below). The study population 
included 35 G. candidum strains isolated from cheese, the G. bryndzae type strain CBS 11176T, and 
various G. sivicola strains including the type strain CBS 9194T. From the 19 genes tested, five markers 
were selected as showing the greatest sequence divergence between strains: URA1, URA3, SAPT2, 
SAPT4 and NUP116. Data for the five MLST markers are presented in Table 2. The PCR fragments 
analyzed were between 423 bp for NUP116 and 514 bp for URA1 yielding a concatenated sequence 
of 2373 bp containing 72 polymorphic sites. 
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Table 2 summarizes relevant information about the diversity of each locus. The number of 
polymorphic sites varied between seven for URA1 and 22 for SAPT2. The number of allelic profiles 
between loci was five for URA1, five for SAPT4, five for URA 3, six for NUP116 and 11 for SAPT2. The 
average percentage of divergence for all strains ranges from 0.77 % for URA1 to 4.28% for SAPT2. 
The most variable marker was SAPT2, and URA1 was the least variable. URA1 allowed differentiation 
of four groups of strains, whereas SAPT2 allowed differentiation of 11 groups (Table S2), where a 
group is defined as a single sequence type for the marker. 
 
Geographical and industrial influence on strain grouping 
Strains with the same concatenated sequence were classified as belonging to the same sequence 
types (STs). Thus, the combination of the alleles at the five loci led to the identification of 30 STs 
among the 55 strains. Strains from cheese were clearly separated from other strains. Overall, 23 
strains were the sole member of their ST, and the other 32 strains were clustered in six STs. ST 18 
contained two strains; ST 22, three strains; ST 21, four strains; ST 26 , ST 28 and ST 29, five strains 
each. ST 24 included eight strains (Table 3). The number of polymorphic sites between STs was 
between 0.04 % and 2.06 % (Table 4 ).  
Trees were constructed by neighbor joining (Figure 1 and Figure 2). Twenty-one of the 35 nodes were 
supported by bootstrap values of over 60 %. Two main clades, called I and II, could be distinguished, 
with a small number of intermediate strains (from five STs) which did not fit within either of these 
two clades. Clade I contained 11 STs (11 strains) and clade II contained 14 STs (38 strains). Except for 
a strain isolated from Thailand, which showed substantial sequence divergence (0.97%), there was 
little divergence within either of these clades (0.5% for clade I and 0.45% for clade II). All STs of clade 
I contained only a single strain, whereas the STs containing numerous strains were in clade II: seven 
STs in clade II contained at least two strains and and six STs (ST19, ST 20, ST 23, ST 25, ST 27 and ST 
30) contained a single strain. Interestingly, clade II contained only strains involved in cheese making 
(either from cheese made with raw milk or from starters used in the cheese industry), except for one 
isolate, FM 268 in ST 26, which was isolated from stools. Only five strains isolated from cheese were 
in clade I (Figure 2). Thus strains involved in cheese making preferentially cluster in clade II. Clade I 
was much more heterogeneous than clade II, and most strains of clade I were isolated either from 
the environment (NT 12, LCP 51.590, FM 270) or industrial plant (VTTC 4559 and FM 212). Other 
strains in clade I that were isolated from dairy sources are contaminants, for example FM 03, initially 
described as G. silvicola by our industrial supplier. However, four strains in clade I are used in cheese 
production (CLIB 1237, CLIB1267, CLIB 1283 and CLIB 1258). 
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In addition to most “cheese” strains clustering in one of the two clades, they also appeared to group 
according to their geographical origins. For example, strains originating from the Auvergne 
constituted ST 22 and strains from Haute-Savoie were in ST 21 and ST 28. The origin of the Slovakian 
strain CBS11176 is puzzling, since it was classified among French cheese isolates. This strain was first 
described as Geotrichum bryndzea (Sulo et al., 2009), but it was recently shown to belong to Gal. 
candidus, the teleomorph of G. candidum, by (Groenewald et al., 2012); the position of this strain in 
the phylogenetic tree confirmed the recent taxonomic change.  
Although MLST was very informative about the divergence of environmental strains, it was not clear 
whether the large ST groups were due to clonality or lack of discrimination of the MLST markers. We 
therefore developed another typing method, and analyzed the distribution of the mating type among 
the strains.  
 
Inter-LTR PCR distinguishes most of the G. candidum cheese strains 
Sequence analysis of the complete genome of G. candidum revealed the presence of a Long Terminal 
Repeat (LTR)-retrotransposon related to the yeast Ty5 family (Morel et al, in preparation). LTRs are 
short sequences of around 300 bp widely repeated in some genomes, like those of the 
Saccharomyces and other Saccharomycotina yeasts (Bleykasten-Grosshans et al., 2011; Dujon, 2010; 
Neuveglise et al., 2002) either as flanking parts of the cognate retrotransposon or as solo elements 
resulting from removal of the retrotransposon through recombination between the two flanking 
LTRs. These repeated solo elements are numerous in some genomes, and this feature has been used 
to differentiate isolates within a single species by amplifying regions which separate LTRs, using 
primers in the conserved regions of LTRs; this approach has been applied to various species including 
S. cerevisiae (Legras and Karst, 2003; Ness et al., 1993), Debaryomyces hansenii and Kluyveromyces 
marxianus (Sohier et al., 2009).  
The LTRs of G. candidum CLIB 918 were aligned with ClustalX and conserved regions used to design 
oligonucleotide primers (data not shown); these were used to amplify genomic DNA from the 32 
clade II strains which could not be distinguished by MLST. Various primer pairs were tested; those 
leading to the most discriminating results, GECA_GC1for and GECA_GC2rev, were selected and used 
for subsequent analyses (Table S1). To ensure repeatability of the PCR inter-LTR fingerprinting 
method, various PCR conditions and genomic DNA extraction techniques were tested with three 
strains in independent experiments as described by (Sohier et al., 2009) (data not shown). 
Fingerprinting profiles were then generated for all strains in non-singleton STs (listed in Table 3). The 
amplified bands ranged from 400 to 1300 bp and the patterns of the various strains differed in 
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fragment number, size and intensity. To assess the diversity of strains which shared the same ST, we 
associated the inter-LTR profiles of these strains to the MLST tree containing only STs with at least 
two strains (Figure 3). 
Most of the strains gave different inter LTR profiles; there were 28 different profiles among the 36 
clade II isolates tested (Figure 3). Thus, strains in ST18, ST 22, ST24, ST26 and ST29 have different 
inter LTR profiles. However, CLIB 1239 and CLIB 1241 in ST 29 shared the same inter LTR profiles as 
did FM 76 and FM 77 in ST 26. A number of strains gave very similar profiles, for example those in ST 
28 (CLIB 1244, CLIB 1245, CLIB 1246, CLIB1247 and CLIB 1253); these strains were all isolated from 
the Haute-Savoie and also shared the same MLST ST; their classification into the same cluster is 
therefore coherent. By contrast, FM 29, FM 30 and FM 31 showed different inter-LTR patterns, 
although they belonged to the same ST22. The combination of MLST and inter-LTR fingerprinting 
allowed powerful discrimination between cheese strains. 
Some isolates which shared the same MLST profile, also shared the same carbon source assimilation 
characteristics. However, the phenotypic profiles concerning galactose, lactate and ribose 
assimilation did not differ substantially between the strains studied (see also Marcellino etal, 2001). 
All the isolates in ST 24 and ST 26 could assimilate galactose, whereas isolates in ST 28 and in ST 21 
could not. In ST 29, CLIB 1256, unlike the other isolates of the ST, was not able to assimilate 
galactose. The findings were similar for the assimilation of lactate and ribose. Overall, the limited 
phenotypic diversity was not consistent with the observed variability of inter-LTR profiles. 
  
Analysis of the distribution of mating types 
G. candidum has a sexual state (Butler and Petersen, 1970), mating between compatible strains 
produces spores (de Hoog et al, 1986) and some strains have been reported to be homothallic (de 
Hoog and Smith, 2011). Nevertheless, very little is known about the life cycle of this species. Analysis 
of the complete genome sequence of G. candidum CLIB 918 led to the identification of the mating 
type locus: a single coding gene, named MATA on the basis of its sequence similarity and conserved 
organization with known MATA genes in other yeasts and fungal species (Morel et al, in preparation). 
We used the MLST typing results to learn more about the sexuality of G. candidum. Incidentally, 
mating types could also be used as an additional marker for strain differentiation.  
To test for the allele in our isolates, primers were chosen to amplify a region of 501 bp within the 
MATA gene from the genome of CLIB 918. These primers were used for PCR with strains 
representative of all STs (Table 1). PCR products of approximately 280 bp were obtained for 31 
strains. No PCR product was observed for 26 strains, suggesting that these strains do not carry the 
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MATA gene, and therefore that they may carry the opposite mating type. The genome of G. 
candidum CLIB 918 does not contain silent cassettes or genes like the one encoding the HO-like 
endonuclease indicating that G. candidum is heterothallic (Morel et al, in preparation). To confirm 
these possibilities, we attempted to identify the other sexual allele. Thus, primers located in the 
regions flanking the MATA gene were designed and used to amplify the corresponding region in 
three strains which did not give a positive signal with the MATA-specific primers. A region of 1.5 kb 
was successfully amplified from the three strains and was entirely sequenced: it contained an ORF, 
different from the MATA gene, in an otherwise identical environment. This gene was called MATB. To 
identify the two genes in our strains, we designed primers specific for sequences within the MATB 
gene to amplify a fragment of 236 bp (Table S1). PCR amplification with the MATB-specific primers 
yielded a DNA fragment of approximately the expected size in 26 isolates, and, as expected, failed to 
amplify any fragment from the strains carrying MATA. 
Seven strains carried both MATA and MATB alleles (Table 1). These strains also carried two divergent 
alleles of some the genes used in the MLST scheme. As stated above, these strains were excluded 
from our MLST study.  
Thus, in the population studied, there are 30 MATA strains and 25 MATB strains; the two signs are 
distributed evenly suggesting that sexuality is widespread in G. candidum (Table 1). Three STs (ST 21, 
24 and 26) contained both strains with MATA and strains with MATB alleles (Figure 2 and 3). This 
presumably represents the smallest possible genetic scale of sex, and is clear evidence for 
recombination. The long branch which leads to clade II isolates indicates that clade II isolates are all 
derived from a common ancestor. The presence of strains with different MAT alleles in clade II 
suggests that genetic exchanges via recombination may have occurred within this clade, and that 
clade II is not clonal. The existence of the five intermediate strains corresponding to the five STs (ST 
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Discussion 
 
We report the development of tools for investigating the evolution of G. candidum and for studying 
industrial strains used in cheese production. Previous typing studies based on RAM-PCR, RAPD and 
CLP techniques suggest that there is substantial diversity within the G. candidum species (Gente et 
al., 2002a; Gente et al., 2002b; Marcellino et al., 2001). This variability was correlated to observed 
phenotypic analysis and geographic origin.  
A preliminary analysis in our laboratory (Morel and Casaregola, our unpublished data) showed that 
the actin coding gene in a large number of strains, including 28 strains described in (Marcelino et al, 
2001), was almost identical. This gene is highly conserved and is not considered to be a good marker 
to study intraspecific diversity. However, our observations indicated that there was little sequence 
diversity in this species. The MLST analysis we report here involving 19 single copy genes confirms 
that genetic diversity in G. candidum is low, with the most polymorphic genes showing only 4.28 % 
divergence. Despite this low diversity, our MLST analysis provided two major results. The first is that 
G. candidum strains can be straightforwardly differentiated on the basis of the partial sequences of 
five genes: 30 different STs were obtained for 55 isolates. This classification grouped a number of 
strains according to their geographical origin: strains isolated from Haute-Savoie cheese were never 
associated with strains isolated in the Auvergne or Normandy. However, these Haute-Savoie strains 
belonged to different groups and are therefore different. Nevertheless, there were 32 isolates in 
clade II that could not be typed by this approach.  
We were able to improve strain differentiation by developing inter-LTR PCR for G. candidum. This 
method is based on variability of insertions of transposons and their cognate LTRs. Our method 
successfully differentiated some of the strains that were not differentiated by MLST. However, it is 
not possible to assert that this variability is associated to functional changes because, in some cases, 
as with CLP, no correlation could be established between LTR location in the genome and 
morphology. However, this method is simple, reliable and fast, and may therefore be useful to 
differentiate between strains, for example, to follow yeast population dynamics in cheese during 
ripening.  
Twenty-eight of the strains studied here have previously been studied by RAPD (Marcellino et al., 
2001). The previous RAPD results and our findings are generally coherent, although there are some 
discrepancies. For instance, the three strains, CLIB 1267 (=GC129), CLIB 1258 (=GC101= and CLIB 
1237 (=GC37) isolated from milk used for manufacturing Camembert cheese (Normandy), ripened St 
Nectaire cheese (Auvergne) and Chaource cheese (Champagne-Ardenne), respectively, were 
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previously found to be closely related to other cheese strains (Marcellino et al., 2001). However, we 
found that they are well separated from other cheese strains because they clearly belong to clade I, 
consistent with their geographical origin and the type of cheese from which they were isolated.  
It has also been suggested that CLIB 1253 (=GC90), a member of ST 28 composed of isolates from 
ripening cheese from Annecy, was different from the other strains that we classified as also being 
members of the same ST. We clearly showed here that these five strains are indistinguishable on the 
basis of MLST, inter-LTR profile, phenotypic characteristics and mating type. These strains were 
isolated from two different cheeses, reblochon and tomme de Savoie, made in different dairies. Our 
results therefore indicate that these are isolates of the same strain present at more than one 
particular site and in more than one particular cheese.  
Finally, two strains CLIB 1257 (=GC100) and CLIB1260 (=GC105) were reported to be almost identical 
in the RAPD study cited above. In our analysis, they belong to two different STs, and unlike CLIB 1257, 
CLIB 1260 cannot assimilate lactate. MLST was therefore able to differentiate between strains in the 
same RAPD group. 
The 55 isolates studied here were classified in 30 STs. A total of 22 isolates were typed as they all 
display a unique ST. These 22 typed isolates include 11 isolates of clade I, five of intermediate clades 
and six of clade II. Nevertheless in the MLST scheme was not able to type 32 isolates in clade II. The 
inter LTR profiles allowed us to type all but five isolates of this population. Our MLST analysis does 
not appear to be completely coherent with RAPD typing results, both those we obtained using PCR 
inter-LTR and those using RAPD by Marcellino et al (2001). It has also been reported that G. 
candidum is highly variable as assessed by chromosome separation using PFGE (Gente et al, 2002). 
However, CLP very often results from ectopic recombination between similar sequences, like 
transposons (Casaregola et al., 1998; Rachidi et al., 1999; Zolan, 1995)). Accordingly, we observed a 
very large numbers of various kinds of transposons in the genome of G. candidum (Morel et al., 
unpublished).  
This discrepancy between MLST and RAPD may be inherent to the techniques used because methods 
based on the amplification of repeats do not measure genetic diversity directly, but rather, like PFGE, 
indicate chromosomal differences. Clade II strains could not be separated on the basis of sequence 
divergence, and displayed little phenotypic diversity; they are therefore presumably closely related. 
Similarly, the species Schizosaccharomyces pombe displays substantial CLP which is not associated 
with either sequence or phenotypic variability (Brown et al., 2011).  
The second major result of the MLST analysis is that almost all the cheese strains were classified in 
one clade and indeed in a limited number of STs, whereas the other clade contained a both 
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environmental and cheese strains, all distinct from each other. The remaining strains are on long 
branches between clade I and clade II. The intermediate position of strains in ST14, ST15 and ST 16 
may be the result of mating between clade I and clade II or even clade II and ST 12 (previously G. 
silvicola). Such intermediate positions of strains between major industrial/specialized clades is 
reminiscent of population genomics findings for some S. cerevisiae strains, like laboratory strains 
W303 and S288c, clinical strains including YJM 789 and fermentation strains including DBVPG 1853 
and NCYC 361 (Liti et al., 2009). Likewise, clade II strains are reminiscent of the clades composed of 
the European wine yeasts or the Sake yeasts in the same study. Interestingly, clade I with its higher 
number of STs per strain resembles results obtained by Bai with environmental isolates of S. 
cerevisiae from primeval forest in China (Wang et al, 2012), and the various branches of the 
geographically distinct S. cerevisiae described by Liti et al. (2009). 
There are at least two possible explanations of the origin of clade II strains: one is extensive 
adaptation to the cheese environment and human activities of cheese processing ; the other is 
natural selection of strains with the abilities to cope with these environments. We cannot currently 
determine which of these two possibilities is more likely. 
The grouping of the G. candidum strains into two populations, dairy and environment isolates is 
reminiscent of the way S. cerevisiae strains group according to their origin or their involvement in 
particular processes (Legras and Karst, 2003; Liti et al., 2009; Schacherer et al., 2009). Studies on the 
population structure of both S. cerevisiae and S. paradoxus have shown that the divergence of the 
sequences within S. paradoxus is greater than that within S. cerevisiae. Strains of S. cerevisiae 
domesticated by man, and especially wine yeasts, showed little genetic diversity in contrast to wild 
strains of S. paradoxus (Liti et al., 2006; Liti et al., 2009). The overall sequence divergence in G. 
candidum clade II (0.30%) (Table 4) is even lower than that of S. cerevisiae wine yeasts (1.2%), 
consistent with a similar mode of evolution for these two industrial species. It is likely that S. 
cerevisiae wine yeasts have a common origin (Legras et al., 2007), and frequent genetic exchanges 
have limited genetic diversity. We show here that clade II strains also have a common origin. G. 
candidum may have evolved by similar mechanisms, some of which are associated with human 
activities. 
Indeed, unlike a number of fungi, G. candidum has been shown to have sexuality (Butler and 
Petersen, 1970), although only mating compatibilities and spore production have been assessed (de 
Hoog et al., 1986; Groenewald et al., 2012). Using molecular analysis to test for the presence of both 
mating types in G. candidum haploid strains, we report the first analysis of the extent of genetic 
exchange in G.candidum. The even distribution of the mating types in the study population is 
consistent with the absence of clonality that we observed, even in the sub-population forming the 
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MLST “cheese” clade. This implies that mating occurs in cheese. In agreement with this, we have 
previously observed that strains of the Debaryomyces hansenii complex isolated from cheese were 
mainly diploids or hybrids (Jacques et al., 2009; Jacques et al., 2010), and therefore suggested that 
the environment may influence the formation of diploids and hybrids. Few G. candidum diploids 
were observed: only seven of 62 strains tested carried both MAT alleles. The lack of clonality that we 
observed in G. candidum indicates that mating events are frequent and that meiosis in G. candidum 
is efficient.  
All the members of clade II appear to have originated from a single ancestor (Figure 2). Our 
demonstration of the presence of both mating types in the strains of clade II indicates that there 
have been secondary contacts between strains from clade II and strains not belonging to this clade. 
The close relatedness of clade II strains suggests that (1) the cheese environment may select specific 
characteristics and (2) strains currently composing clade II may be the result of a purifying selection 
for “cheese alleles”.  
The study of genetic diversity of G. candidum strains is important because of the trend in the cheese 
industry to use starters that can lead to a loss of biodiversity. We have also studied 30 other isolates 
used as starters for cheese-making provided by French industrial dairies. All strains grouped in clade 
II; they are scattered across the STs we report here, and none correspond to additional STs 
(unpublished observations). Our work provides information and methods to facilitate genetic 
improvement and genetic diversity within this species. It will make it easier to correlate genetic 
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Figure legends 
Figure 1: Unrooted Neighbor-Joining tree of the unique STs generated from the analysis of the five 
concatenated sequences in 55 G. candidum isolates. Clade I is indicated in red and Clade II in blue. 
Bar, 0.002 substitutions per site.  
Figure 2: Mid-point rooting Neighbor-Joining tree of 55 G. candidum based on five concatenated 
sequences. Bootstrap values >60% (1000 repetitions) are indicated at the nodes. MATA and MATB 
isolates are indicated in blue and in red, respectively. Colored squares and colored circles indicate 
the technological use and the geographical origin of the isolates, respectively. Bar, 0.001 
substitutions per site. 
Figure 3: Multi-analysis of the 32 clade II isolates, which could not be typed by MLST. The MLST 
dendrogram was generated as described in the Materials and Methods. For each strain, the 
corresponding inter-LTR profile is shown. The ability to assimilate galactose (GAL), lactose (LAT) and 
ribose (RIB) is shown with a black box. MATA and MATB isolates are indicated with green and red 
squares, respectively. The geographical origin of the isolates and the ST to which they belong are 
shown.  
Résultats : Chapitre 2 
 97 









































































































































































































































































































































































































































































































  100 




Isolate Other names Species Origin Source Mating type
CLIB 1366 CBS 11176 Geotrichum candidum Slovaquie Cheese MATB
CLIB 1367 CBS 178.71t Geotrichum candidum Germany Soil polluted with oil MATA / MATB
CLIB 1361 CBS 182.33 Geotrichum candidum Italie Yoghurt MATB
CLIB 1368 CBS 615.84 Geotrichum candidum Ile de France Cheese MATB
CLIB 1235 GC12 Geotrichum candidum Normandy Cheese MATA
CLIB 1236 GC 21 Geotrichum candidum Normandy Cheese MATA
CLIB 1237 GC37 Geotrichum candidum Normandy Cheese MATA
CLIB 1239 GC43 Geotrichum candidum Franche-Comté Cheese MATA
CLIB 1240 GC44 Geotrichum candidum Haute-Savoie Cheese MATB
CLIB 1241 GC45 Geotrichum candidum Franche-Comté Cheese MATA
CLIB 1242 GC42 Geotrichum candidum Haute-Savoie Cheese MATA
CLIB 1243 GC51 Geotrichum candidum Haute-Savoie Cheese MATA
CLIB 1244 GC59 Geotrichum candidum Haute-savoie Cheese MATB
CLIB 1245 GC60 Geotrichum candidum Haute-Savoie Cheese MATB
CLIB 1246 GC63 Geotrichum candidum Haute-Savoie Cheese MATB
CLIB 1247 GC64 Geotrichum candidum Haute-savoie Cheese MATB
CLIB 1248 GC74 Geotrichum candidum Haute-Savoie Cheese MATA
CLIB 1249 GC76 Geotrichum candidum Franche-Comté Cheese MATA / MATB
CLIB 1251 GC79 Geotrichum candidum Burgondy Cheese MATA
CLIB 1252 GC84 Geotrichum candidum Burgondy Cheese MATA
CLIB 1253 GC90 Geotrichum candidum Haute-Savoie Cheese MATB
CLIB 1254 Geotrichum candidum nc nc MATA / MATB
CLIB 1255 GC96 Geotrichum candidum Haute-Savoie Cheese MATA
CLIB 1256 GC97 Geotrichum candidum Haute-Savoie Cheese MATA
CLIB 1257 GC100 Geotrichum candidum Auvergne Cheese MATA
CLIB 1258 GC101 Geotrichum candidum Auvergne Cheese MATB
CLIB 1260 GC105 Geotrichum candidum Auvergne Cheese MATA
CLIB 1262 GC110 Geotrichum candidum Auvergne Cheese MATA
CLIB 1263 GC120 Geotrichum candidum Auvergne Cheese MATB
CLIB 1267 GC129 Geotrichum candidum Champagne-Ardenne Cheese MATA
CLIB 1270 GC146 Geotrichum candidum Auvergne Cheese MATA
CLIB 1274 GC164 Geotrichum candidum Haute-Savoie Cheese MATB
CLIB 1283 Geotrichum candidum Normandy Cheese MATB
CLIB 1284 Geotrichum candidum Normandy Raw cream MATA / MATB
CLIB 1285 Geotrichum candidum Normandy Dairy MATA
CLIB 918* Geotrichum candidum Normandy Cheese MATA
FM 03 Geotrichum candidum nc Cheese contaminant MATB
FM 115 Geotrichum candidum nc nc MATB
FM 119 Geotrichum candidum nc nc MATA / MATB
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Isolate Other names Species Origin Source Mating type
FM 122 Geotrichum candidum nc nc MATA
FM 125 Geotrichum candidum nc nc MATA
FM 127 Geotrichum candidum nc nc MATB
FM 128 Geotrichum candidum nc nc MATB
FM 136 Geotrichum candidum nc nc MATA
FM 212 Geotrichum candidum France Corn silage MATB
FM 213 Geotrichum candidum nc nc MATA / MATB
FM 214 Geotrichum candidum Normandy Cow milk MATA
FM 260 Geotrichum candidum Isigny, Normandy pis MATB
FM 267 Geotrichum candidum CHU caen, Normandy Stools MATA / MATB
FM 268 Geotrichum candidum CHU caen, Normandy Stools MATA
FM 269 Geotrichum candidum CHU caen, Normandy Stools MATA
FM 270 Geotrichum candidum CHU caen, Normandy Stools MATA
FM 29 Geotrichum candidum Auvergne Cheese MATB
FM 30 Geotrichum candidum Auvergne Cheese MATB
FM 31 Geotrichum candidum Auvergne Cheese MATB
FM 34 Geotrichum candidum Auvergne Cheese MATA
FM 76 Geotrichum candidum Normandy Cow milk MATB
FM 77 Geotrichum candidum nc nc MATB
LCP 51.590 Geotrichum candidum Spain Sand MATA
CLIB 1378 CBS 9194 Geotrichum silvicola Brasil Insect MATA
NT 12 Geotrichum silvicola Thailand Rain forest MATA
VTTC 4559 Geotrichum silvicola Sweden Malting system MATB
aAbbreviations: CBS, Centralbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, the Netherlands; CLIB : Centre 
international de ressources microbiologiques Thiverval-Grignon, France; LCP, Museum National d'Histoire 
Naturelle, Laboratoire de Cryptogamie Paris, France; FM, Food Microbiomes private collection; VTTC : 
Technical research center of Finland ; GC: Marcelino et al. (2001) iolates *Sequenced strains
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Table 2: Characteristics of the five loci studied 
 
Locus






Number of AP per 
locus
NUP116 423 2.84 12 6
URA1 465 1.51 7 5
URA3 470 2.13 10 5
SAPT2 514 4.28 22 11
SAPT4 501 4.19 21 5
*Bases of the sequences were discarded from the examination to ensure a clear reading of the 
chromatograms. AP, allelic profile
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Table 3: .Genotypes and Sequence Types of the 55 G. candidum isolates tested 
 
 
NUP116 SAPT2 SAPT4 URA1 URA3
NT 12 6 11 2 5 4 ST 01
CLIB 1267 2 5 4 1 1 ST 02
CLIB 1283 2 3 2 1 1 ST 03
FM 270 2 3 2 4 3 ST 04
CLIB 1258 1 4 2 2 1 ST 05
VTTC 4559 1 4 2 2 5 ST 06
FM 136 1 3 2 2 1 ST 07
FM 212 2 4 2 2 1 ST 08
CLIB 1237 2 3 2 2 1 ST 09
FM 122 3 3 2 2 1 ST 10
FM 03 5 4 2 2 1 ST 11
CBS 9194 4 2 3 3 1 ST 12
LCP 51.590 2 10 5 2 3 ST 13
CBS 615.84 3 1 3 2 1 ST 14
FM 115 3 6 5 1 1 ST 15
CBS 182.33 2 1 2 1 1 ST 16
CLIB 1285 2 1 1 4 1 ST 17
CLIB 1235 1 1 1 2 1 ST 18
CLIB 1257 1 1 1 2 1 ST 18
FM 128 1 9 1 2 1 ST 19
FM 127 1 8 1 1 1 ST 20
CLIB 1240 1 1 1 1 1 ST 21
CLIB 1242 1 1 1 1 1 ST 21
CLIB 1243 1 1 1 1 1 ST 21
CLIB 1255 1 1 1 1 1 ST 21
FM 29 1 1 1 1 3 ST 22
FM 30 1 1 1 1 3 ST 22
FM 31 1 1 1 1 3 ST 22
FM 125 2 7 1 2 1 ST 23
CBS 11176 2 1 1 2 1 ST 24
CLIB 1236 2 1 1 2 1 ST 24
CLIB 1248 2 1 1 2 1 ST 24
CLIB 1251 2 1 1 2 1 ST 24
CLIB 1252 2 1 1 2 1 ST 24
CLIB 1260 2 1 1 2 1 ST 24
CLIB 1263 2 1 1 2 1 ST 24
CLIB 1274 2 1 1 2 1 ST 24






Table 3 (suite): .Genotypes and Sequence Types of the 55 G. candidum isolates tested 
 
  
NUP116 SAPT2 SAPT4 URA1 URA3
FM 214 2 1 1 2 3 ST 26
FM 268 2 1 1 2 3 ST 26
FM 34 2 1 1 2 3 ST 26
FM 76 2 1 1 2 3 ST 26
FM 77 2 1 1 2 3 ST 26
CLIB 918* 2 1 1 1 2 ST 27
CLIB 1244 5 1 1 1 1 ST 28
CLIB 1245 5 1 1 1 1 ST 28
CLIB 1246 5 1 1 1 1 ST 28
CLIB 1247 5 1 1 1 1 ST 28
CLIB 1253 5 1 1 1 1 ST 28
CLIB 1239 2 1 1 1 1 ST 29
CLIB 1241 2 1 1 1 1 ST 29
CLIB 1256 2 1 1 1 1 ST 29
CLIB 1262 2 1 1 1 1 ST 29
CLIB 1270 2 1 1 1 1 ST 29
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Table 4: Sequence Type (ST) variability; Percent of SNPs between pairs of sequence types (2373 bp); 




ST01 ST02 ST03 ST04 ST05 ST06 ST07 ST08 ST09 ST10 ST11 ST12 ST13 ST14 ST15 ST16
ST01 *
ST02 0.72 *
ST03 0.63 0.17 *
ST04 0.72 0.25 0.08 *
ST05 0.93 0.46 0.38 0.38 *
ST06 0.97 0.59 0.51 0.51 0.13 *
ST07 0.97 0.51 0.34 0.34 0.04 0.17 *
ST08 0.72 0.25 0.17 0.17 0.21 0.34 0.25 *
ST09 0.76 0.29 0.13 0.13 0.25 0.38 0.21 0.04 *
ST10 0.8 0.34 0.17 0.17 0.29 0.42 0.25 0.08 0.04 *
ST11 0.76 0.29 0.21 0.21 0.25 0.38 0.29 0.04 0.08 0.13 *
ST12 1.18 0.88 0.8 0.88 1.01 1.14 1.05 0.8 0.84 0.88 0.84 *
ST13 1.22 0.76 0.67 0.59 0.72 0.84 0.76 0.51 0.55 0.59 0.55 0.46 *
ST14 1.43 0.97 0.88 0.88 0.93 1.05 0.97 0.72 0.76 0.72 0.76 0.67 0.38 *
ST15 1.18 0.72 0.63 0.72 0.93 1.05 0.97 0.72 0.76 0.72 0.76 0.59 0.38 0.25 *
ST16 1.05 0.59 0.51 0.59 0.8 0.93 0.84 0.59 0.63 0.67 0.63 0.8 0.59 0.38 0.29 *
ST17 1.77 1.31 1.22 1.22 1.43 1.56 1.47 1.22 1.26 1.31 1.26 1.43 1.14 0.93 0.93 0.72
ST18 2.06 1.6 1.52 1.52 1.14 1.26 1.18 1.35 1.39 1.43 1.39 1.64 1.26 1.05 1.22 1.01
ST19 2.06 1.6 1.52 1.52 1.14 1.26 1.18 1.35 1.39 1.43 1.39 1.64 1.31 1.1 1.26 1.05
ST20 2.06 1.6 1.52 1.6 1.39 1.52 1.43 1.6 1.64 1.69 1.64 1.73 1.52 1.31 1.22 1.01
ST21 1.94 1.47 1.39 1.47 1.26 1.39 1.31 1.47 1.52 1.56 1.52 1.6 1.39 1.18 1.1 0.88
ST22 1.98 1.52 1.43 1.43 1.31 1.43 1.35 1.52 1.56 1.6 1.56 1.64 1.35 1.22 1.14 0.93
ST23 1.98 1.52 1.43 1.43 1.47 1.6 1.52 1.26 1.31 1.35 1.31 1.56 1.18 0.97 1.14 0.93
ST24 1.85 1.39 1.31 1.31 1.35 1.47 1.39 1.14 1.18 1.22 1.18 1.43 1.05 0.84 1.01 0.8
ST25 1.94 1.47 1.39 1.31 1.43 1.56 1.47 1.22 1.26 1.22 1.26 1.52 1.05 0.84 1.01 0.88
ST26 1.9 1.43 1.35 1.26 1.39 1.52 1.43 1.18 1.22 1.26 1.22 1.47 1.01 0.88 1.05 0.84
ST27 1,64 1,35 1,26 1,35 1,56 1,68 1,6 1,35 1,39 1,43 1,39 1,47 1,26 1,05 0,97 0,76
ST28 1.77 1.31 1.22 1.31 1.52 1.64 1.56 1.31 1.35 1.39 1.26 1.43 1.22 1.01 0.93 0.72
ST29 1.73 1.26 1.18 1.26 1.47 1.6 1.52 1.26 1.31 1.35 1.31 1.39 1.18 0.97 0.88 0.67
ST30 1.77 1.31 1.22 1.22 1.52 1.64 1.56 1.31 1.35 1.39 1.35 1.43 1.14 1.01 0.93 0.72
Clade I Intermediate
ST17 ST18 ST19 ST20 ST21 ST22 ST23 ST24 ST25 ST26 ST27 ST28 ST29 ST 30
ST17 *
ST18 0.29 *
ST19 0.34 0.04 *
ST20 0.38 0.25 0.29 *
ST21 0.25 0.13 0.17 0.13 *
ST22 0.29 0.17 0.21 0.17 0.04 *
ST23 0.21 0.34 0.38 0.59 0.46 0.51 *
ST24 0.08 0.21 0.25 0.46 0.34 0.38 0.13 *
ST25 0.17 0.29 0.34 0.55 0.42 0.38 0.21 0.08 *
ST26 0.13 0.25 0.29 0.51 0.38 0.34 0.17 0.04 0.04 *
ST27 0,13 0,42 0,46 0,42 0,29 0,34 0,34 0,21 0,29 0,25 *
ST28 0.08 0.38 0.42 0.38 0.25 0.29 0.29 0.17 0.25 0.21 0.13 *
ST29 0.04 0.34 0.38 0.34 0.21 0.25 0.25 0.13 0.21 0.17 0.08 0.04 *




Table S1: primers used in this study 
    PRIMER SEQUENCE 5'-3' Melting temperature (°C) 
MLST Loci       
NUP116 Fw:  ACCGCTACAACTGGATTTGG 
40 
  Rv:  GAGACCTGTTTGAGGGCTTG 
SAPT2 Fw:  AGACCAACCGCTACTGTGCT 
40 
  Rv:   TGTCAGCACCTCTTCACTGG 
SAPT4 Fw:  ATCATTAACACCCCGGCATA 
40 
  Rv:   GTGTCACCAAGCAGAGCAAA 
URA1 Fw:  CAAGCCAATTGTGCTGAGAA 
35 
  Rv:   GGTGTCGTAGGGCAGTTGAT 
URA3 Fw:  GCCAAAAAGACCAACCTGTG 
37 
  Rv:   CCTCATCCATACGGTTCTGC 
MATING TYPE       
GECA_MATA Fw:  GCATTCCAAAATAAAGCTGCTC 
52 
  Rv:   CACACTTCAGTCTATCCTAACTATC 
GECA_MATB Fw:  ACGACGAAAACCCAACAC  
50 
  Rv:   TGCTCGAAGAAGCCAAAC  
GECA_MAT_ext Fw: CGCAGTAGAGAAGAATCGTAG 
50 
  Rv:   TCAAGACAACGGAGATGGAG 
INTER-LTR       
GC1_LTR_for   TCAACAATGGAATCCCAAC 
37 
GC2_LTR_rev   CATCTTAACACCGTATATGA 
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1 2 3 4 5
1 *
2 0,65 *
3 1,08 1,29 *
4 0,22 0,43 1,29 *
5 0,43 1,08 0,65 0,65 *
SAPT4 (501 bp)
1 2 3 4 5
1 *
2 3,19 *
3 3,79 1,00 *
4 3,39 0,20 1,20 *
5 3,59 0,80 0,20 1,00 *
URA3 (470 bp)
1 2 3 4 5
1 *
2 0,43 *
3 0,21 0,64 *
4 1,49 1,06 1,70 *
5 0,64 1,06 0,85 1,70 *
NUP116 (423 bp)
1 2 3 4 5 6
1 *
2 1,18 *
3 1,41 0,24 *
4 1,41 0,24 0,47 *
5 1,41 0,24 0,47 0,47 *
6 2,12 0,94 1,18 1,18 1,18 *
SAPT2 (514 bp)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1 *
2 1,75 *
3 2,53 1,56 *
4 2,33 1,36 0,19 *
5 2,72 1,75 0,58 0,39 *
6 0,39 1,36 2,14 1,95 2,33 *
7 0,58 2,33 3,11 2,92 3,31 0,97 *
8 0,58 2,33 3,11 2,92 3,31 0,97 1,17 *
9 0,19 1,75 2,53 2,33 2,72 0,58 0,78 0,78 *
10 1,36 0,39 1,56 1,36 1,75 0,97 1,95 1,95 1,56 *
























Séquençage du génome de Geotrichum candidum CLIB 918 
 
1 INTRODUCTION 
Afin d’augmenter les données pour les analyses méta-génomique du projet ANR ALIA food-
microbiomes et d’obtenir l’une des rares levures majeures des fromages à ne pas avoir été 
séquencées, nous avons décidé de séquencer le génome de la levure G. candidum. Afin d’utiliser au 
mieux les données de séquençage, il est nécessaire de fournir des données d’annotations fiables de 
tout le génome ainsi que d’isoler et de caractériser les éléments génique comme l’ADN mitochondrial 
et les transposons. 
Un premier travail expérimental et de bibliographie a consisté à choisir une souche représentative de 
l’espèce. Notre choix s’est porté sur la souche CLIB 918 = ATCC 204307, car c’est une souche 
française, haploïde, isolée de fromage (Pont l’Evêque) et qui a fait l’objet de nombreuses études à la 
fois technologiques, physiologiques et moléculaires.  
Les résultats du séquençage et de l’annotation du génome seront analysés dans une première partie. 
Dans une seconde partie sera présenté l’assemblage et l’annotation du génome mitochondrial. Enfin 
dans une dernière partie nous tacherons de mieux comprendre pourquoi G. candidum a longtemps 
été confondu avec un champignon filamenteux. Nous traiterons alors des spécificités de son génome, 








2 MATERIELS ET METHODES  
 
2.1 Séquençage et assemblage du génome de G. candidum CLIB 918 
L’ADN génomique de G. candidum CLIB 918 = ATCC 204307 a été isolé selon méthode standard 
d’extraction au phénol chloroforme décrit par (Jacques et al., 2009). La séquence a été générée par 
le Génoscope (Evry, France). La stratégie choisie combine (i) un « run » de 454 pyrosequencing, 
Titanium, 8 kbp mate-pair, sur le séquenceur Roche Genome Sequencer FLX, (ii) un « run » de 454 
pyrosequencing standard (Roche) et (iii) un « run » de séquençage Illumina (Solexa). 
L’assemblage de l’ensemble des séquences « 454 » obtenues a été effectué en utilisant le logiciel 
Newbler Assembler software version 2.3 (Génoscope, Evry, France). Les reads ont donc été 
assemblées en contigs puis les contigs en scaffolds. Ensuite, les « reads » illumina ont été utilisées 
pour corriger les possibles erreurs de séquençage 454 et permettent l’obtention un génome de très 
bonne qualité.  
 
2.2 Détection des éléments transposables 
Afin de détecter les éléments transposables du génome de Geotrichum candidum, dont les reads 
avaient été préalablement écartées de l’assemblage comme toutes les séquences répétées. 
L’assemblage a été soumis à un pipeline d’annotation et de détection des transposons. En utilisant la 
méthode d’identification des transposons (de novo TE identification) sur le pipeline “REPET” 
(http://urgi.versailles.inra.fr) en appliquant le protocole standard (Flutre et al., 2011). Parallèlement, 
les reads séquences répétées ont été comparées a une banque de séquence de transposons par 
blast. Les reads ainsi récupéré ont pu être assemblées grâce au package phred/Phrap/Consed. La 
structure secondaire du transposon MITE été déterminée en utilisant le programme mfold v3.2 avec 
les paramètres par défaut (Zuker, 2003). 
 
2.3 Annotation du génome nucléaire 
La prédiction des gènes du génome de G. candidum CLIB 918 été réalisée en utilisant la plate-forme 
d’annotation génomique de l’URGI, comprenant des pipelines, des bases de données et des 
interfaces, développés pour les champignons (http://urgi.versailles.inra.fr/). La prédiction des gènes 
a été réalisée en utilisant le pipeline Eugene v.4 (Foissac et al., 2008). Les modèles de gènes prédits 
par Eugène reposent sur une combinaison de plusieurs méthodes in silico (ab initio et de similarité). 
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Les logiciels de prédiction de gènes ab initio sont Eugene_IMM (Schiex et al., 2001) les modèles sont 
trouvées selon les probabilités des séquences codantes ou non) et SpliceMachine (Degroeve et al., 
2005) qui prédit les CDS les sites d’épissages d’intron. Ces méthodes ont été combinée avec une 
analyse par similarité de séquence (BLASTX) sur les bases de données de protéines fongiques. Les 
différents résultats ont été utilisés par Eugène afin de prévoir des modèles de gènes. Les trois 
logiciels ab initio de prédiction de gènes ont été « entrainés » à l'aide d'un ensemble de gènes 
annotés manuellement et obtenu après assemblage de données de séquençage RNAseq en utilisant 
l’assembleur SOAP de novo (Li et al., 2008). Au total un ensemble de 1300 gènes a été utilisé pour 
entrainer Eugène. Un tiers de l'ensemble a été utilisé pour les logiciels ab initio, un tiers pour 
optimiser les paramètres d'Eugène et le dernier tiers pour calculer la précision d'Eugène. Eugène a 
prédit un ensemble de 6948 gènes dans le génome de G. candidum CLIB 918. Une première 
annotation fonctionnelle automatique a été effectuée sur la base de recherches BLASTP avec une 
longueur équivalente de 90% minimum et une e-value <e-10. Toutes prédictions automatiques sont 
en cours de vérification par curation manuelle par le consortium d’annotation de G. candidum sur la 
plateforme BOGAS (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/bogas/). Les ARNt ont été prédites 
par tRNAscan-SE (Lowe et Eddy, 1997) avec les paramètres par défaut. 
 
2.4 Confirmation des séquences introniques et de l’annotation structurale.  
Trois extractions d’ARN total issus de milieux différents ont été effectuées selon le protocole 
d’extraction décrit par (Mansour et al., 2008) et pooler ensemble pour le séquençage. Les trois 
milieux de culture utilisées sont YPD (milieu complet), YNBN5000 (milieu minimum), et SCM (milieu 
fromage synthétique) (Leclercq-Perlat et al., 2000). La qualité des extractions d’ARN a été confirmée 
sur la plateforme bio analyseur Agilent 2100 (Agilent Technologies). Les banques d’ADNc ont été 
construites grâce au soutien de Génolevures. Le séquençage d’ARN total a été effectué par le 
Génoscope. Enfin l’ensemble des « reads » a été intégré au logiciel GenomeView 
(http://genomeview.org/) et lié la plateforme d’annotation BOGAS pour faciliter la curation manuelle 
de la structure de chaque gène. 
 
2.5 Assemblage et annotation du génome mitochondrial  
Les reads correspondant aux séquences des extrémités des contigs et scaffolds correspondant a 
l’ADN mitochondrial ont été identifiées par blastn, Les traces ont été extraites et assemblées en 
utilisant le package phred/phrap/consed (Ewing et Green, 1998; Ewing et al., 1998; Gordon et al., 
1998). Un premier assemblage à alors pu être créé et le génome a pu être alors re-circularisé. Dans 




un second temps, l’assemblage a été confirmé par amplification PCR. Les produits de PCR attendus 
ont été obtenus ( 
Figure 25, page 118).  
Pour annoter le génome mitochondrial, le programme BLASTX (Altschul et al., 1997) a été utilisé pour 
comparer le génome mitochondrial (ADNmt) de G. candidum avec les autres protéines d’ADNmt 
d’autre levures : S. cerevisiae (Foury et al., 1998), Candida albicans (Anderson et al., 2001), Yarrowia 
lipolytica (Kerscher et al., 2001), Kluyveromyces lactis (Zivanovic et al., 2005), Lachancea 
thermotolerans (Talla et al., 2005), Candida glabrata (Koszul et al., 2003). Les gènes ribosomiques 
ont été identifiés par blastn contre l’ADNmt de Y. lipolytica et S. cerevisiae, tandis que les gènes de 
les ARNt ont été isolés en utilisant le programme : tRNAscan-SE (Lowe et Eddy, 1997) avec les 
paramètres par défaut. 
 
2.6 PCR, séquençage et assemblages additionnels 
Les amorces ont été déterminées avec le logiciel Primer3 (http://fokker.wi.mit.edu/primer3) 
(Tableau 7). Les produits PCR ont été séquencés sur les deux brins par Eurofins MWG Operon 
(Ebersberg, Germany). Le package phred/phrap/consed (Ewing et Green, 1998; Ewing et al., 1998; 
Gordon et al., 1998) a été utilisé pour les assemblages additionnels. 
 
 
Tableau 7 : Liste des amorces utilisées pour confirmer l’assemblage in silico du génome 
















2.7 Recherche d’orthologues  
Les protéines orthologues à celles de G. candidum ont été recherchées dans les génomes de levures 
et champignons filamenteux séquencés grâce à une étape de BLASTP avec une P-value établie de 
maximum 1E-5. Les génomes et les bases de données utilisées dans ce travail sont listés dans le 
Tableau 8.  
 
Tableau 8 : Liste des génomes et bases de donnée utilisés dans cette étude 
Pour affirmer les orthologues fungiques de Geotrichum candidum et la voie métabolique dans la 
quelle les gènes sont impliqués, la base de donnée Fungipath a été utilisée (Grossetete et al., 2010). 
 
2.8 Analyses phylogénétiques 
Les séquences des protéiques orthologues ont été alignées en utilisant MUSCLE (Edgar, 2004) avec 
les valeurs par défauts. Les régions protéiques alignées sans ambigüité ont été conservées, les gaps 
dans l’alignement de séquence ont été supprimés. Les analyses phylogénétiques ont été effectuées 
en utilisant la méthode de maximum de vraisemblance PHYML v2.4.4 (Guindon et Gascuel, 2003). 
Une analyse de bootstrap a été effectuée avec 100 réplications pour s’assurer de la robustesse de 
chaque nœud. 
Espèces Souches Sources
Ashbya gossypii ATCC10895 Ashbya Gossypi Db
Aspergillus fumigatus Af293 NCBI
Aspergillus nidulans FGSC A4 BROAD
Candida glabrata CBS138 NCBI
Candida lusitaniae ATCC42720 BROAD
Coccidioides immitis RS BROAD
Cryptococcus neoformans JEC21 NCBI
Debaryomyces hansenii CBS767 NCBI
Fusarium graminearum PH-1 BROAD
Geotrichum candium CLIB 918 BOGAS
Kluyveromyces lactis CLIB210 NCBI
Komagataella pastoris CBS 7435 BOGAS
Lachancea kluyveri CBS 3082 Génolevures
Lachancea thermotolerans CBS 6340 Génolevures
Magnaporthe grisea 70-15 BROAD
Millerozyma sorbitophila CBS 7064 Génolevures
Neurospora crassa OR74A BROAD
Ogataea parapolymorpha CBS 4732 JGI
Penicillium chrysogenum Wisconsin54-1255 JGI
Phanerochaete chrysosporium RP-78 JGI
Saccharomyces bayanus 623-6C MIT
Saccharomyces cerevisiae S288C NCBI
Saccharomyces paradoxus Weihenstephan 34/70 MIT
Scheffersomyces stipitis CBS 6054 JGI
Schizosaccharomyces pombe 972h NCBI
Sclerotinia sclerotiorum 1980 UF-70 BROAD
Trichoderma reesei QM6a JGI
Ustilago maydis 521 BROAD
Yarrowia lipolytica CLIB122 NCBI
Zygosaccharomyces rouxii CBS 732 Génolevures




3 RESULTATS ET DISCUSSION 
 
3.1 Assemblage du génome de G. candidum CLIB 918 
Une séquence de grande qualité a été obtenue en utilisant une stratégie combinant plusieurs 
méthodes de séquençage: (i) 454 pyrosequencing Titanium sur le séquenceur FLX (Roche), (ii) 8 kbp 
mate-pair 454 pyrosequencing et (iii) séquençage illumina (Solexa). Le séquençage effectué au 
Génoscope a fournis 3.152.715 lectures de haute qualité, soit 850.062.477 bases (tableau 2). 
L’assemblage de novo des reads a été effectué en utilisant le logiciel Newbler. Celui-ci a généré 1.688 
contigs de plus de 500 pb. La taille cumulée des contigs et de 23,2 Mb. 94,8% des reads ont été 
alignés et la couverture de l’assemblage est estimée à 36X. Grâce aux données Mate-pair, 1370 
contigs ont été assemblés en 134 scaffolds. 41 ont une taille supérieure à 50 kb. La taille cumulée des 
scaffolds est de 24,8 Mb. Afin de palier les erreurs éventuelles inhérentes à la technologie 454 
notamment dans les homopolymères, les reads illumina (taux d’erreur <0.4%) ont été cartographiées 
et alignées sur le génome. La taille du génome est donc au minimum de 24,8 Mb mais pourrait être 
supérieure si l’on ajoutait les transposons entiers. Ce qui fait du génome de G. candidum le plus 
grand génome de levure aujourd’hui séquencé, la taille des plus grands génomes connus sont 20Mb 
pour Yarrowia lipolytica et 21,27 Mb pour Lipomyces starkeyi. 
Les principales données issues du séquençage du génome sont présentées dans le Tableau 9. 
 
 
Tableau 9 : Résultats du séquençage et de l'assemblage du génome G. candidum CLIB 918 
 
 
Caractéristiques du projet de séquençage
Nombre de reads 3 322 644
Nombre de bases séquencées 850 062 477
Nombre de reads alignées 3 152 715 (94.8%)
Taille de la séquence assemblée (pb) 23 255 818
Nombre de contigs 1 688
Plus grand contig (pb) 141 117
N50 des contigs (pb) 26 778
Nombre de scaffolds 134
Nombre de contigs entiers dans les scaffolds 1 370 (81.1%)
Taille cumulée des scaffolds 24 865 483
N50 des scaffolds (pb) 1 159 651




L’analyse de l’assemblage final n’a pas révélé la présence du locus rDNA dans l’assemblage. 
Cependant à partir de l’analyse des séquences répétées, nous avons pu extraire des reads présentant 
de l’homologie de séquence avec les rDNA connus et nous avons pu assembler manuellement une 
partie de celui-ci. Les premières analyses ont montré que à l’instar de Sch. pombe et Y. lipolytica, G. 
candidum possède au moins deux clusters de rDNA. Le 5S est lui aussi absent de l’assemblage. Il est 
vraisemblablement inclus dans les clusters de rDNA. La complexité des séquences présentant de 
l’homologie avec les rDNA suggère qu’il existe plus de deux clusters. De plus il a été montre que G. 
candidum possède un polymorphisme dans sa séquence D1D2 (Alper et al., 2011). 
Le génome mitochondrial est fragmenté en 4 contigs les contigs numéro 3025, 3164, 3141 et 3026. 
Ceux-ci ont été identifiés via le biais de GC% et grâce au nombre élevé de reads composant ces 
contigs (Voir partie 3.3, page 117). 
 
3.2 Annotation du génome de G. candidum CLIB 918 
Les 130 scaffolds de G. candidum CLIB 918 ont été automatiquement annotés en utilisant le pipeline 
d’annotation Eugene. Apres des recherches Blastn et BlastX contre la base de données NCBI GenBank 
100 scaffolds ne possèdent pas de séquence codant pour des protéines et n’ont pas été analysés plus 
avant. Par conséquent, nous nous sommes intéressés au 30 scaffolds restants ; les annotations des 
27 plus grand scaffolds ont été transférées sur la plateforme d’annotation BOGAS. Les 27 scaffolds 
ont une taille totale de 24,2MB et contiennent 6663 gènes codant pour une protéine. Les autres 
scaffolds constitués de contigs dont la taille est inférieure à 2 kb ont été concaténés en tant que 
nouveau scaffold chimérique (scaffold 32). Au total, 6802 séquences codantes pour des protéines 
(CDS) ont été prédites par Eugène. 38,2% de la séquence génomique est considéré comme codant 
pour une protéine. La taille des scaffolds et leur contenu en gène est présenté dans le Tableau 10. 
 





Tableau 10 : Taille des scaffolds et leur contenu en gènes 
 
68% des gènes sont des gènes composés d’un seul exon, 22% des gènes présentent deux exons. Les 
gènes restants contiennent 2 introns (7%), 3 introns (2%), 4 introns (0,6%) et 5 introns ou plus (0,3%), 
voir aussi Tableau 11. A nouveau, G. candidum se démarque des autres levures de part la quantité de 
gènes introniques, 32% des gènes de G. candidum possèdent au moins un intron, ils représentent 
14,9% des gènes de Y. lipolytica, 11,4% chez P. pastoris, 5% de S. cerevisiae. 
Contrairement aux autre levures, une mauvaise conservation des séquences consensus d’épissage 5’ 
été observée, les bases, GT en 5’ et AG en 3’ sont quant à elles conservées (Figure 24). La taille 
moyenne des introns est de 136pb. Une première analyse indique que la région S2 séparant le point 
de branchement et le consensus d’épissage est de 8-12 pb. Sur les 2180 gènes introniques, 688 






Figure 24 : Séquences consensus des sites d’epissages 
d’introns 5’ (B) et 3’ (A) obtenu grâce à WebLogo 
(http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi) 
 
Scaffold # taille (nt) nombre de gènes Scaffold # taille (nt) nombre de gènes
scaffold 01 2.581.591 680 scaffold 15 711.411 232
scaffold 02 2.106.585 553 scaffold 16 665.493 187
scaffold 03 1.796.091 487 scaffold 17 608.101 165
scaffold 04 1.686.461 495 scaffold 18 562.025 163
scaffold 05 1.653.926 469 scaffold 19 507.124 126
scaffold 06 1.264.337 327 scaffold 20 368.852 112
scaffold 07 1.211.666 333 scaffold 21 313.304 93
scaffold 08 1.159.651 314 scaffold 22 313.014 92
scaffold 09 1.063.388 266 scaffold 23 307.402 83
scaffold 10 918.757 236 scaffold 24 271.541 100
scaffold 11 909.630 254 scaffold 25 237.622 79
scaffold 12 890.415 264 scaffold 26 220.840 64
scaffold 13 871.522 235 scaffold 27 219.481 51













Une pré-annotation fonctionnelle automatique a été effectuée sur la base d’une conservation de 
longueur de 90% et d’une e-value de 1E-5 par rapport aux résultats BlastP sur une banque 
comprenant les génomes de levures et champignons filamenteux listés dans le Tableau 8. Avec cette 
méthode, 4997 descriptions de gènes ont été assignées aux CDS. 1646 CDS sont toujours annotées 
« unknown protein » (Tableau 11). 
 
 
Tableau 11: Résultats de l’annotation structurale Eugene et de l’annotation fonctionnelle 
 
3.3 Le génome de l’ADN mitochondrial, assemblage et annotation 
Quatre scaffolds mitochondriaux ont été détectés dans l’assemblage du génome de G. candidum CLIB 
918 sur la base de leur GC% et de leur haute concentration en reads. L’appartenance de ces 4 
scaffolds au mtDNA a été confirmée par Blastn contre la base de données NCBI GenBank. Les 4 
scaffolds correspondent aux contigs numéro 3025, 3026, 3141 et 3164. Ces quatre scaffolds ont été 
assemble et annoté à la main. La combinaison de deux méthodes m’a permis d’assembler les contigs 
et de re-circulariser le génome mitochondrial : (i) les reads et traces jouxtant chaque scaffolds ont 
été récupérés puis assemblées en utilisant le package phred/Phrap/Consed. L’assemblage des reads 
ainsi obtenus à permis d’identifier la séquence des autres scaffolds. (ii) L’assemblage des scaffolds a 
été validé par PCR ( 
Figure 25).  
Caractéristiques de l'annotation
Nombre de gènes codant des protéines 6802
Nombre de gènes possédant un seul exon 4622 68%
Nombre de gènes possédant plusieurs exons 2180 32%
Gènes avec deux exons 1499
Gènes avec trois exons 467
Gènes avec quatre exons 134
Gènes avec cinq exons ou plus 61
Gènes avec annotation référant à S. cerevisiae 3293 48%
Gènes avec annotation référant à une autre levure 1430 21%
Gènes avec annotation référant à un champignon filamenteux 274 4%
Nombre de gènes annotés entant que "hypothetical protein" 155 2,20%
Nombre de gène annotés entant que "unknown protein" 1646 24%
Résultats





Figure 25 : Reconstruction in sillico (A) et validation par méthode PCR (B) de l’assemblage du 
génome mitochondrial de G. candidum CLIB 918 
 
La taille du génome mitochondrial de G. candidum CLIB 918 est de 29 kb, ce qui est 18,9 kb plus petit 
que celui de Y. lipolytica (Kerscher et al., 2001)(AJ307410.1). Mais qui est compris entre la taille du 
génome mitochondrial de C. glabrata 20 kb (Koszul et al., 2003), plus petit génome mitochondrial 
chez les levures hémiascomycètes et celui de Podospora anserina, champignon filamenteux, 100kb. 
Le GC % du génome mitochondrial de G. candidum (28%) est supérieur à celui de Y. lipolytica (22,7%). 
L’annotation du génome mitochondrial de G. candidum CLIB 918 a permis de détecter 7 gènes 
codant pour des protéines COB COXI COXII COXIII, ATP8, ATP6, ATP9 et 6 gènes du complex I, 
ubiquinone oxidoreductase complex, NADH1 NADH2 NDH3 NADH4 NADH5 NADH6 ainsi que 23 tRNA 
et 2 gènes du rRNA (Figure 26). Etonnamment, un seul intron du groupe 2 à été trouvé dans le gène 
codant pour la protéine COB1, celui-ci codant pour sa propre GIY-YIG endonuclease. Maintenant que 
de nombreux génomes mitochondriaux sont disponibles, le fait de posséder peu d’introns est moins 
surprenant, mais cela reste quand même rare puisque seul Candida phangngensis propose un seul 
gène intronique COX1 comportant deux introns (Gaillardin et al., 2012).Comme souvent observé chez 
les champignons ascomycètes, tous les gènes sont codés sur le même brin, mais des exceptions sont 
notables, chez S. cerevisiae, ARNt (thr1) se trouve sur le brin opposé (Foury et al., 1998) ou chez D. 
hansenii , où l’on trouve une insertion (Lépingle et al., 2000). Remarquablement, le génome 
mitochondrial ici étudié, possède un gène codant pour la protéine ribosomique VAR1, une protéine 




MW: 1kb DNA ladder
A: 3026_for/ 3025_rev
B: 3025_for / 3164_rev
C: 3164_for / 3141_rev
D:  3141_for / 3026_rev







homologue à RPM1 (codant pour une sous unité de la RNaseP mitochondrial) retrouvée 
habituellement chez les espèces du genre Saccharomyces (Langkjaer et al., 2003). 
 
 
Figure 26 : Carte du génome mitochondrial G.candidum CLIB 918. Les ORFs (Open Reading Frame) 
exoniques sont présentés en gris, les ORFs fonctionnels introniques en blanc, l’ARN ribosomiques 














3.4 Position phylogénétique de G. candidum dans l’arbre des champignons ascomycètes 
G. candidum a longtemps été considéré comme un champignon filamenteux. Alors qu’il est à présent 
certain que cette espèce soit une levure hémiascomycète, et bien que de nombreuse analyses 
phylogénétiques impliquant G. candidum ait été effectuées (de Hoog et Smith, 2004; Kurtzman et 
Robnett, 1995). Le placement de G. candidum est relativement incertain et ne dépend que de l’ADN 
ribosomique. Nous avons donc voulu placer au sein de l’arbre global des champignons, en 
complément de notre analyse de quatre gènes (voir chapitre I). 
Les 246 protéines sélectionnées pour leur performance phylogénétique par (Aguileta et al., 2008) ont 
été isolées chez 28 espèces fongiques (Tableau 8). Les protéines ont ensuite été alignées séparément 
avec le programme clustalX puis concaténées en une seule et unique séquence pour chaque espèce. 
Après une curation Gblocks, une phylogénie par maximum de vraisemblance phyML a été construite 
avec un bootstrap de 100 sur un alignement de 66.981 acides aminés (Figure 27). Tous les nœuds 
sont bien supportées par de haute valeur de bootstrap et et la topologie de l’arbre est en agrément 
avec les phylogénies précédemment publiées (Aguileta et al., 2008; Fitzpatrick et al., 2006). La 
topologie de l’arbre montre que l‘espèce la plus proche de G. candidum est Y. lipolytica. Voisin tout 
relatif comme nous le montre la longueur des branches séparant ces deux espèces. Ces deux espèces 
forment entre elles un groupe distinct des autres saccharomycotina à la partie basale de l’arbre des 
hémiascomycètes. 
 
Figure 27 : Arbre phylogénétique des 28 champignons ascomycètes obtenu grace aux 246 protéines 







































































3.5 Analyse du contenu en élément transposable 
Plusieurs types de transposons ont pu être trouvés dans le génome de G. candidum CLIB 918. Des 
éléments de classe I (transposons à ARN) ont pu être identifiés dans le génome, ce sont des éléments 
de type « Ty like », rétro transposons à LTR (Long Terminal Repeats) ou « LINE » (Long Interspersed 
Nuclear Element). Nous avons identifié peu de transposon de type TY3/gypsy et ceux-ci étaient 
dégénérés. Par contre, sur la base du nombre de reads, nous avons pu identifier un grand nombre de 
Ty5-like que nous avons appelé Tgc5. Comme pour les clusters d’ADN ribosomique, l’assembleur a 
écarte toutes les séquences répétées, dont la plupart des transposons. Ceux-ci sont responsables de 
la plupart des gaps du génome. On trouve à proximité de ceux-ci des fragments de transposases. 
Néanmoins, des éléments associés à Tgc5, ses LTR, sont présents dans le génome. Nous nous 
sommes d’ailleurs servis de ces séquences pour mettre au point la méthode de typage PCR inter-LTR 
(voir Chapitre 2). De façon remarquable, tous ces éléments LTR sont localisés dans des clusters que 
l’on retrouve dans 11 scaffolds (un cluster par scaffold, sauf pour le scaffold 4 qui a deux clusters). 
Excepté les clusters du scaffold 4, tous les clusters de LTR sont localisés en début ou en fin de 
scaffolds, associés à des gaps. Ceci rappelle la situation chez D. hansenii dans laquelle les Ty5 sont 
aussi localisés en cluster dans les chromosomes, à raison de un cluster par scaffold (Neuveglise et 
Casaregola, non publlié; Lynch et al., 2010). 
 Contrairement aux autre levures (Bleykasten-Grosshans et Neuveglise, 2011), plusieurs familles de 
transposons de Classe II (transposons à ADN) ont pu être identifiés grâce au pipeline REPET. Nous 
avons trouvé des éléments « Mutator-like » et « Tc-like ». 
Etonnamment, le pipeline REPET a permis d’isoler du génome un élément inédit chez la levure, un 
MITE (Miniature inverted-repeat transposable element). Les éléments MITEs sont abondants dans les 
génomes des plantes et des animaux, cependant peu sont rencontrés chez les champignons 
ascomycètes. Ils ont été décrits chez Fusarium oxysporum (Bergemann et al., 2008) or Epichloë 
festucae (Fleetwood et al., 2011), par exemple. La taille de l’élément trouvé chez G. candidum est de 
457 pb riche avec un GC% de 36% et est présent en 5 copies dans le génome. Plusieurs reliques sont 
identifiables par Blast. Les MITEs décrits par ailleurs ont pour taille moyenne 246 pb et un GC% de 
24%, caractéristiques proche du MITE trouvé chez G. candidum. Les MITEs sont des éléments non 
autonomes, ils ne possèdent pas de gènes essentiels à la transposition, c’est-à-dire de gènes codant 
pour une transposase. Chez G. candidum et les autres éléments décrits montrent la capacité de 
former une structure secondaire stable en tête d’épingle (hairpin-like secondary structures), voir 
Figure 28. La composition en élément transposable de G. candidum est remarquable par sa grande 
diversité, et rappelle le contenu en transposons des génomes fongiques: copia, gypsy, LINE, Tc-like, 
Mutator-like et MITE. L'analyse initiale indique que ces nombreux éléments peuvent être 




responsables des gaps dans la séquence du génome. Certains de ces éléments, Tc-like ou Mutator 
peuvent être impliqués dans les événements HGT. 
 
Figure 28 : Structure secondaire du MITE trouvé chez G. candidum ΔG=-30.85 
 
3.6 Analyse du contenu en gène du génome 
3.6.1 Gènes dupliqués chez G. candidum CLIB 918 
En étudiant l’annotation fonctionnelle automatique du génome effectué sur BOGAS, j’ai pu 
déterminer 1209 gènes à l’annotation identique et dont au moins 529 gènes possèdent au moins 
deux copies au sein du génome. Parmi ces 529 gènes, 384 possèdent une annotation Gene Ontology 
(GO). La distribution des GO les plus fréquemment trouvés sont présentées dans la Figure 29. La 
plupart des gènes dupliqués sont impliqués des le trafique membranaire, un processus métabolique. 





Figure 29 : Distribution des GO les plus retrouvées chez les gènes dupliqués et leur distribution 
parmi les gènes non dupliquées 
 
On retrouve 1 gène présent en 10 copies, il s’agit d’un gène homologue au gène ARI1 codant pour 
une aldéhyde réductase NADPH-dépendante. Ce gène a été identifié comme un gène qui participe à 
la tolérance de la levure et la détoxification de furfural mais aussi peut être impliqué dans la 
réduction de certains inhibiteurs générés pendant le processus de conversion de la biomasse 
lignocellulosique (Liu et Moon, 2009). On retrouve aussi 10 gènes orthologues au gène de S. 
cerevisiae YGL157W/ARI1 chez Y. lipolytica (Dujon et al., 2004).  
Parmi les 6 gènes présents en 6 copies, on retrouve des gènes codant pour des perméases, des 
réductases, une endo polygalacturonase ou une estérase. On retrouve ensuite 12 gènes présents en 
5 copies, 17 en 4 copies, 46 en 3 copies et 448 en double copies. Les gènes présents en au moins 4 
copies sont présentés dans la Figure 30. La grande majorité des gènes dupliqués sont impliqués dans 
le transport cellulaire ou le métabolisme. Même si l’on sait que le nombre de copie d’un gène n’est 
pas forcément corrélé avec son expression, il existe cependant dans certains cas, un effet dose. 
Certains de ces gènes peuvent fournir des pistes intéressantes pour la sélection de souches 
fromagères. Par exemple, lorsque qu’il est surexprimé chez S. cerevisiae, le gène PST2, présent en 4 
copies chez G. candidum, induit une accumulation de S-adenosylméthionine, précurseur de la voie de 
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bio synthèse des polyamines. Nous retrouvons deux copies des gènes TPO1 et TPO2 décrit comme 
codant pour des tranporteurs de polyamines chez S. cerevisiae. 
 
 
Figure 30 : Fonctions putatives des gènes retrouvés en 4 copies ou plus 
 
3.6.2 Gènes codant pour une estérase, un exemple d'une expansion de famille de gènes GL3C3695 
Un ensemble de 6 gènes appartenant à la famille Génolevures GL3C3695 (www.genolevures.org) a 
été identifié dans le génome de G. candidum CLIB 918. La famille GL3C3695 correspond aux gènes 
codant pour une estérase ou carboxyl esterase/lipase type B, lipase coupant les fonctions ester des 
lipides. L’étude phylogénétique des gènes de G. candidum (Figure 31) révèlent que l’un d’entre eux 
semble phylogénétiquement proche de Y. lipolytica tandis que les 5 autres semblent quant à eux 
proches des gènes d’autres levures. La différentes places de ces gènes dans l’arbre phylogénétique 
pourrait expliquer les différentes activités décrites chez les lipases de type B de Geotrichum 
candidum, fréquemment utilisées en industrie (Brabcova et al., 2010). 







Xylose and arabinose reductase 5
Glycerol dehydrogenase 4
Aldehyde dehydrogenase 4
Chitin synthase II 5
FAD/FMN binding 4
Putative mannosidase 4
Fonction nb de gènes
Allantoate permease 6
Oligopeptide transporter 6
Nicotinic acid plasma membrane permease 5
Monocarboxylate permeases 5
Membrane multidrug transporter 5
FAD transporter 5
ABC transporter 4
Multidrug resistance transporters 4
Ferric reductase 4
General amino acid permease 4
Fonction nb de gènes
Karyogamy 4
Histidine kinase osmosensor 4
Serine-threonine phosphatase 4
Flavodoxin-like proteins 4










La distance très proche entre les trois gènes GECA03s04685g, GECA03s04718g et GECA03s0652g 
peut être expliquée par une expansion récente de la famille de gène. De plus les gènes 




Figure 31 : Arbre phylogénétique non raciné PhyML des Carboxylesterase/lipase type B des 
hémiascomycètes (GL3C3695) et champignons filamenteux. La zone bleue couvre les gènes de la 












3.7 Le génome de G. candidum CLIB 918 révèle un haut degré de conservation de gènes de 
champignons filamenteux 
Parmi les 6802 gènes décris par Eugène, 583 gènes ont été automatiquement annotés comme plus 
proche d’un gène de champignons filamenteux que d’une levure. Ils possèdent un orthologue chez 
les champignons filamenteux sur la base d’un résultat de BlastP avec une conservation de longueur 
de protéines supérieur ou égale à 90% et une e-value inferieure à 1E-10. Une pré-analyse 
phylogénétique a montré que non seulement 134 de ces 583 gènes sont phylogénétiquement 
proches des champignons filamenteux mais que ces gènes ne sont pas présents chez les levures 
hémiascomycètes. L’annotation structurale de ces gènes a été vérifiée gènes par gènes.  
Pour déterminer si ces gènes peuvent nous donner un aperçu de l'histoire évolutive de G. candidum, 
il sera question ici, d'évaluer la distinction entre les gènes de champignons filamenteux acquis par 
transfert horizontal de gènes et ceux qui sont issus d’une conservation de ces gènes conservation des 
gènes au cours de l'évolution. 
L’ensemble des protéines de G. candidum ont été soumis à un BlastP sur deux banques protéiques 
que j’ai moi-même crée. La première contient les protéines des génomes de levures auxquels ont été 
enlevé celle de l’espèce étudiée, la seconde contient les protéines issues des génomes de 
champignons filamenteux (Tableau 8). Dans les deux cas, seul le meilleur résultat blast avec une e-
value inferieure à 1E-20 est conservé. Les espèces ont été choisies afin de couvrir au mieux 
l’ensemble de l’arbre phylogénétique des Ascomycètes. 
Chaque séquence protéique de G. candidum possède alors un % de similarité par rapport à une 
séquence protéique de levure et/ou de champignon filamenteux. Plusieurs cas de figure se 
présentent dès lors. (i) La séquence protéique de G. candidum possède un orthologue uniquement 
chez les levures. (ii) La séquence protéique possède un orthologue uniquement chez les 
champignons filamenteux. (iii) la séquence protéique possède un orthologue chez les levures et les 
champignons filamenteux. Et, (iv) La séquence protéique de G. candidum ne possède aucune 
similarité avec un gène connu. Cette dernière est alors ôtée de la présente étude. 
Un rapport entre le pourcentage de similarité du gène de levure et du gène de champignon 
filamenteux a été calculé. Ainsi plus la valeur de ce rapport tend vers zéro plus le gène est similaire à 
un gène de champignons filamenteux. Un rapport fixé à zéro signifie alors que le gène n’a pas 
d’équivalent chez les levures. Afin de comparer le résultat obtenu avec G. candidum, la même 
analyse a été effectué sur trois génomes de levures hémiascomycètes : Y. lipolytica, S. cerevisiae et  




Figure 32 : Ratio entre les % de similarité Blastp levure et % de similarité Blastp champignons 
filamenteux. Pour les 4 espèces, tous les gènes du génome ont été soumis à l’analyse BLAST et un 
taux ont été calculés. A: S. cerevisiae, B: D. hansenii; C: Y. lipolityca et D: G. candidum En rouge: les 
moyennes des ratios de chaque espèce sont présentées. 
 
Remarquablement, chez G. candidum, 315 gènes codant pour des protéines possèdent un 
orthologue chez les champignons filamenteux et non chez les levures. Ce nombre est supérieur à 
celui qui a été trouvé chez les autres levures : 24 chez S. cerevisiae, 115 chez D. hansenii et 287 chez 
Y. lipolytica.  
L'analyse des GO des 315 gènes révèle que certains d'entre eux sont impliqués dans une fonction 
moléculaire (activité cellulase ou une activité catabolique, par exemple), dans un constituant 
cellulaire, centre de l'organisation des microtubules et d'autres semble être impliquée dans le 
processus biologique global (organisation du cytosquelette, régulation de la transcription ...), voir 
Figure 33. Comme nous pouvons le constater, le ratio de gènes impliqués dans le métabolisme est 


















































































Figure 33 : Fonctions putatives des gènes de champignons filamenteux 
 
Devant le nombre important de gènes provenant des champignons, nous avons voulu comprendre 
quelles en étaient les origines. Plusieurs hypothèses sont alors possibles : (i) G. candidum est en 
ancien hybride entre un champignon filamenteux et une levure ; (ii) G. candidum a acquis par 
transfert horizontal de gène des gènes de champignons ; ou (iii) G. candidum a conservé des gènes 
de champignons qui auraient été perdus chez les autres levures hémiascomycètes. 
Une analyse spécifique des introns de ces gènes a été effectuée. 24% d’entre eux possèdent au 
moins un intron ce qui est plus faible que les 32% de gènes introniques annotés. De plus la position 
des introns de ces gènes ne révèle pas de présence significative en 3’. Cela signifie que le processus 
de perte d’intron (Dujon, 2010; Stajich et al., 2007) aurait eu lieu très tôt après la différenciation avec 
les champignons. 
Dans le cas d’un gain de gène suite à un croisement récent entre un champignon filamenteux et une 
levure, nous pouvons nous attendre à ce que les gènes de champignons se trouvent localisés dans le 
génome comme précédemment observé pour les transferts horizontaux eucaryotes vers eucaryotes 
(Novo et al., 2009). Nous avons alors mappé les gènes de champignons sur les 5 plus grands scaffolds 
(Figure 34). 
 
Figure 34 : Répartition des gènes d’origine fungique au sein des 5 plus grands scaffolds. Les étoiles 
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Les gènes sont répandus dans le génome de G. candidum et il ne semble pas y avoir de régions 
contenant plus de gènes issus de champignon que d’autres clades. Le fait d’avoir une répartition de 
ces gènes dans le génome permet d’invalider l’hypothèse d’acquisition de ces gènes via un transfert 
horizontal tel une introgression récente. Cela peut être cependant le résultat d’une hybridation 
ancestrale suivie de remaniements chromosomiques massifs qui peut être amplifié par la plasticité 
importante du génome de G. candidum liée à son nombre d’éléments répétés. 
L’analyse des résultats Blast ne nous montre pas de résultat satisfaisant quand au putatif donneur de 
gènes, cela peut être du à un manque de données génomiques de champignons. De plus pour écarter 
ou valider cette possibilité, les 315 séquences protéiques ont été comparées à un génome d’une 
espèce hémiascomycètes récemment séquencée par le JGI (http://www.jgi.doe.gov/), Lipomyces 
starkeyi. Ainsi parmi, les 315 gènes trouvés, 161 n’ont pas d’équivalent chez L. starkeyi et ont donc 
pu être conservés spécifiquement par G. candidum ou acquis par transfert horizontal de gène. On 
retrouve une partie de ces gènes dans d’autres levures éloignées.  
Je préfère alors privilégier les deux autres hypothèses possibles : la conservation de gènes de 
champignons filamenteux perdue chez les autres levures et/ou l’existence de transferts horizontaux 
de gènes de champignons filamenteux vers G. candidum. Pour valider ces deux hypothèses une 
analyse phylogénétique de chacun de ces gènes est nécessaire.  
Certains de ces gènes ont d’ores et déjà été analysés, et deux exemples vont être présentés dans ce 
manuscrit : (i) exemple des gènes codant pour une polygalacturonase et (ii) exemple d’un gène 
codant pour une spermine / spermidine synthases  
 
3.8 Deux exemples de gène d’origine fungique présent chez G. candidum CLIB918 
3.8.1 Gènes codant pour une polygalacturonase chez G. candidum CLIB 918 
La pectine est un des composés assurant l’intégrité de la paroi cellulaire des végétaux supérieurs. Elle 
possède une structure composée de polysacharides. La dégradation de la pectine s’effectue grâce à 
l’action de deux enzymes, une pectine methylesterase (EC 3.1.1.11) et une polygacturonase. Les PGs 
peuvent avoir une activité au hasard, endo-polygacturonase (EC 3.2.1.15), ou en fin de chaine, exo-
polygacturonase (EC 3.2.1.67), voir Figure 35. 





Figure 35 : Enzymes impliquées dans la dégradation de la pectine. En vert sont présentées les 
enzymes produites exclusivement par les champignons filamenteux, en bleu les enzymes produites 
par les champignons filamenteux et les levures hémiascomycètes. Le gène retrouvé chez S. cerevisiae 
est indiqué en gras. 
 
Les enzymes pectinolytiques sont très fréquemment utilisées pour la fabrication de sucres issus de 
biomasse, la fabrication et la clarification de jus de fruits y compris les mouts de raisin, la macération 
de fruits ou de légumes ou la clarification d’huiles végétales (Bailey et Pessa, 1990; Serrat et al., 
2002). 
En ce sens, les avantages possibles de l’utilisation de PG de levures a été mis en avant (REF). Celles-ci 
ne produisent que des PG à activité endo. Des polygacturonases ont notamment été décrites dans 
diverses espèces du sous embranchement des Saccharomycotina telles que S. cerevisiae ou une 
souche de K. marxianus. (Gainvors et al., 2006; Serrat et al., 2002). 
Chez G. candidum, 6 gènes annotés comme endo-polygalacturonase ont été trouvés. Ces gènes 
semblent phylogénétiquement proches des champignons filamenteux. Afin de mieux comprendre 
l’histoire évolutive de ces gènes, une analyse phylogénétique a été effectuée. Les séquences 
protéiques des différentes espèces ont été alignées et les régions comportant des gaps ont été 
supprimées. L’arbre phylogénétique présenté en Figure 36 a été construit sur la base d’un 
alignement de séquence protéique de 260 acides aminés. 
L'analyse phylogénétique des séquences fongiques de polygalacturonase montre l'existence de deux 

















retrouvée chez les champignons filamenteux, à l'exception distincte de Schizophyllum commune, 
champignon basidiomycète, considéré ici comme outgroup (Figure 36). 
 
 
Figure 36 : Arbre phylogénétique non raciné des gènes de polygalacturonase d’origine fongique. En 
rouge sont présentés les gènes de G. candidum. 
 
Les activités des polygalacturonases de G. candidum sont en train d’être testées. Cela pourra 
conférer à G. candidum un nouvel intérêt biotechnologique. 
Cependant, deux cas de figures peuvent être proposés quand à l’origine évolutive de ce gène : (i) 
l'absence de gène de la famille 1 chez les Saccharomycotina est due à une perte de ces gènes, sauf 
chez G. candidum ou (ii) que la seule présence de ces gènes dans G. candidum est due à un 












3.8.2 Gène codant pour la spermine/spermidine synthase chez G. candidum, un exemple de 
transfert horizontal chez G. candidum 
La spermine et la spermidine sont des polyamines. Ces molécules non soufrées sont étroitement 
liées au métabolisme du soufre. Chez S. cerevisiae, la synthèse des polyamines nécessite 
l’intervention de cinq enzymes (Figure 37). Une S-adenosylméthionine synthase, codée par SAM1 et 
SAM2 produit de la S-adenosylméthionine (SAM) à partir de la Méthionine. Ensuite, une S-
adenosylméthionine décarboxylase, codée par SPE2, génère de la Sadénosylméthioninamine à partir 
de la S-adenosylméthionine . Cette molécule est le substrat d’une spermidine synthase et d’une 
spermine synthase, codées par SPE3 et SPE4, conduisant respectivement à la production de 
spermidine et de spermine. La formation de putrescine est nécessaire à la synthèse de ces deux 
polyamines. Cette molécule est produite à partir d’ornithine par une ornithine décarboxylase, codée 
par SPE1. L’ornithine, dont le précurseur est l’arginine, est synthétisée au niveau du cycle de l’urée. 
Les enzymes codées par SPE3 et SPE4 produisent non seulement de la spermidine et de la spermine, 
mais aussi de la méthylthioadénosine (Figure 37). Ce composé, qui est impliqué dans le métabolisme 
de l’adénine, peut aussi servir de précurseur pour la synthèse de méthionine. Cette voie est appelée 
cycle de la méthylthioadénosine (ou recyclage de la méthionine). 
 
 
Figure 37 : Synthèse des polyamines. Les nombre entre parenthèses correspondent aux numéros 
Enzyme Commission, les noms des gènes impliqués chez S. cerevisiae sont en gras, la couleur rouge 
signifie que les gènes possèdent des orthologues chez toutes les espèces ascomycètes, la couleur 
bleue signifie que les orthologues sont trouvés seulement chez les hémiascomycètes 
1. S-adénosylméthionine synthétase, 2. S-adénosylméthionine décarboxylase 3. Ornithine decarboxylase;
































Le gène SPE3 codant pour la spermidine synthase est retrouvé chez toutes les espèces ascomycètes, 
le gène SPE4 codant pour la spermine synthase n’est retrouvé que chez les hémiascomycètes. Les 
deux enzymes sont absentes de la plupart des génomes de basidiomycète à l’exception de le 
Melanspora larici populina, qui possède dans son génome une enzyme codée par un orthologue de 
SPE3. 
Cependant il est retrouvé dans l’ensemble des champignons filamenteux et les basidiomycètes une 
troisième enzyme, la spermine/spermidine synthase. Ce gène est aussi retrouvé chez G. candidum 
CLIB 918. 
De plus la recherche des gènes SPE3 et SPE4 dans le gènome de G. candidum a révélé que seule une 
de ces deux enzymes est présente dans ces deux génomes. Afin, d’établir avec certitude la fonction 
du gène retrouvé, une phylogénie a été effectuée avec les séquences protéiques des enzymes 
spermine et de spermidine synthase de différentes levures. . Cette analyse révèle que le gène codant 
pour la spermidine synthase est absent chez G. candidum. La situation de présence et absence de 
gènes est résumé dans le Tableau 12. 
 
 
Tableau 12 : Présence des spermine et spermidine synthases dans le règne des champignons 
 
Hamasaki et al. ont montré qu’un mutant déficient en spermidine synthase est auxotrophe pour les 
polyamines tandis qu’un mutant déficient en spermine synthase n’est pas affecté dans sa croissance 
et possède une morphologie normale (Hamasaki-Katagiri et al., 1998). Cela est du au fait qu’un 
mutant ΔSPE3 est déficient en spermine et en spermidine.  
Nous proposons que l’absence de spermidine synthase chez G. candidum doit être compensée. De ce 
fait nous retrouvons chez G. candidum un gène qui pourrait coder pour une spermine/spermidine 
synthase. Afin de mieux comprendre l’histoire évolutive de ce gène, une analyse phylogénétique a 
été effectuée. Les séquences protéiques des différentes espèces de basidiomycètes et 
d’euascomycètes ont été alignées et les régions comportant des gaps ont été supprimées. L’arbre 
phylogénétique présenté et a été construit sur la base d’un alignement de séquence protéique de 
439 acides aminés voir Figure 38. 
Spermidine Synthase Spermine synthase Spermine/Spermidine Synthase
EC 2.5.1.16 EC 2.5.1.22
Basidiomycète oui non oui
Euascomycète oui non oui
Hémiascomycète oui oui non
Geotrichum candidum non oui oui







Figure 38 : Arbre non raciné PHYML de gènes de spermine/spermidine synthase retrouvé chez les 
ascomycètes. En orange sont présenté les branches des Basidiomycètes et vert les branches des 
Euascomycètes, le gène de G. candidum est en rouge. 
 
La position phylogénétique du gène de G. candidum est ici très intéressante. En effet, celui-ci se 
trouve en plein milieu des Basidiomycètes. L’explication la plus vraisemblable est que ce gène a été 
acquis par transfert horizontal de gène dont la source serait un Basidiomycète non encore séquencé. 
Les deux exemples de gènes présentés ici ainsi que le grand nombre de gènes d’origine fongique 
peuvent jouer un rôle dans l'adaptation de G. candidum aux différentes niches écologiques dans 
lesquelles il est fréquemment isolé. Les polygalcturonases sont des enzymes connues qui jouent un 
rôle dans la dégradation de la pectine et peuvent peut être conférer une meilleur adaptation aux 
milieux végétal. Nous retrouvons aussi chez G. candidum des endoglucanases, enzymes dégradant la 
cellulose tendant vers cette hypothèse. La Spermine/spermidine synthase joue un rôle dans le 
métabolisme de composés soufrés, la production de composés soufrés volatils de Geotrichum 
candidum dans le fromage est source d'arôme. Les autres gènes sont en cours d'analyse en relation 
avec leurs rôles possibles dans l’adaptation de G. candidum lors de la fabrication du fromage ou dans 






3.9 Signe sexuel et locus MAT chez G. candidum. 
Nous avons vu que la levure G. candidum est dans le clade des Dipodascaceae. Comme nous l’avons 
montré dans le chapitre 2, l’absence de cassette et de HO fait qu’il existe dans la population de G. 
candidum deux signes sexuels distincts, appelés arbitrairement dans cette étude MATA et MATB. 
Comme Y. lipolytica, G. candidum est donc hétérothallique.  
La souche séquencée ici présente le signe sexuel MATA. Signe déterminé par la recherche 
d’orthologue BLASTP avec la protéine codée par le gène GECA02s09283g. Fait intéressant ce gène 
présente une homologie de séquence avec un domaine appelé « HMG (high mobility group) box 
binding protein ». Ce domaine est retrouvé dans l’ensemble des gènes MAT de champignon 
filamenteux et chez les hémiascomycètes : Y. lipolytica, K. lactis, C. albicans. L’alignement de ce 
domaine avec les autres gènes MAT d’origine fongique est présenté dans la  
Figure 39. Le gène opposé, MATB a aussi pu être séquencé et possède quant à lui un domaine dit 
« alpha box » que l’on retrouve chez tous les ascomycètes (voir chapitre II). 
 
 
Figure 39 : Structure des Mating types dans l’ensemble du règne fungique (Martin et al., 2010) 
 
Les 2 domaines conservés, ont pu être alignés avec les séquences protéiques retrouvées dans la base 
de donnés NCBI (Figure 40).Malheureusement, ces séquences ne nous permettent pas d’obtenir une 
phylogénie robuste. Contrairement aux autres levures G. candidum possède un seul gène dans le 




locus MATA et B. C’est une configuration que l’on peut retrouver chez d’autres champignons 
filamenteux (comme par exemple les espèces du genre Aspergillus). Une nouvelle fois, une 
caractéristique de champignon filamenteux est retrouvée chez G. candidum. 
 
 
Figure 40 : Alignement des domaines HMG box et alpha box chez les champignons 
 
L'accès au gène du mating type de Geotrichum candidum nous fournit un nouvel outil pour étudier 
l'évolution du locus MAT chez les levures avec un nouveau candidat de la famille de Dipodascacae. La 
Figure 41 présente l'organisation du locus MAT dans Geotrichum candidum et la compare avec 
l'organisation remarquée dans Butler et al. (2004). Pour chaque espèce, sont représentés 
l’organisation des 2 idiomorphes du gène du type sexuel. Les lignes bleues connectent les gènes 
orthologues. Les gènes conservés sont colorés: en rouge, l’idiomorphe a ; en vert, α ; en orange, les 
homologues de S. cerevisiae APC5 (YOR249C) ; en brun, les homologues de S. cerevisiae COX13 
(YGL191W); en violet, les homologues de S. cerevisiae SLA2 (YNL243W) ; en violet clair, SUI1 
(YNL244C) ; en rose, DIC1 (YLR348C) ; en jaune, APN2 (YBL019W) ; en gris, eiF1 () et en noir les gènes 
espèces spécifiques. Ainsi si en position 3’ du locus la situation parait assez claire, on retrouve chez 
G. candidum les gènes, homologues à S. cerevisiae SLA2, SUI1 et eIF1. La synthénie des gènes SLA2 et 
SUI1 semble largement conservée chez toutes les levures indiquées ici, mis à part chez Oogatea 
polymorpha présentant alors le gène eIF1 en place de SUI1. Un gène homologue à eIF1 est de plus 
retrouvé chez G. candidum en position 3’ de SLA2 et SUI1. En position 5’ du locus le cas de G. 
candidum parait cependant moins clair. Contrairement à ce que l’on trouve chez Y. lipolytica et chez 
les champignons filamenteux tel que T. reesei ou N. crassa, le gène homologue à APN2 de S. 























trouve plus en amont du locus chez les champignons. Cette disposition de gènes nous montre 
certainement le résultat d’un remaniement chromosomique aux abords du locus. 
 
 
Figure 41 : Organisation comparative du locus MAT chez cinq espèces de levures et de deux 
champignons filamenteux, N. crassa et T. reesei. 
 
4 CONCLUSIONS 
L’analyse globale du génome indique que de nombreuses caractéristiques de champignons 
filamenteux sont présentes chez G. candidum. Le génome de G. candidum est d’une une grande 
taille, 24,8 Mb. Le profil d’intron est peu différencié et ceux-ci sont de petite taille avec une taille 




































trouvés chez les champignons. Enfin la structure du locus du Mating type possède un seul gène 
comme certains champignons filamenteux.  
Enfin, au moins 315 gènes sont retrouvés chez G. candidum et non dans les autres levures 
séquencés. Cela ouvre une nouvelle perspective dans la compréhension de l’évolution des génomes 
de levures et nous pouvons avancer une nouvelle théorie selon laquelle G. candidum serait une 

































Lors de ce travail, nous avons essayé d’améliorer la vision globale que l’on avait de G. candidum et de 
positionner cette espèce dans l’arbre des champignons. Trois études complémentaires ont été 
effectuées : (i) une étude visant à délimiter G. candidum et les genres qui lui sont associés; (ii) une 
étude visant à mieux comprendre l'évolution de G. candidum tout en fournissant également des 
outils pour étudier les souches industrielles utilisées dans la fabrication du fromage ; et (iii) une 
étude du génome de G. candidum permettant de mieux comprendre son histoire évolutive et ses 
propriétés technologiques. 
Au cours de cette partie conclusions et perspectives, les trois études menées au cours de cette thèse 
seront analysées indépendamment l’une de l’autre en suivant un schéma commun. Ainsi pour 
chaque étude, je ferai tout d’abord un rappel des objectifs à atteindre en détaillant les différentes 
étapes pour y parvenir. Enfin, je discuterai des apports fondamentaux des résultats de ces trois 
études et je développerai les projets envisageables pour la poursuite de ce travail. 
 
Délimitation de l’espèce Geotrichum candidum/Galactomyces candidus et phylogénie des espèces 
du genre Geotrichum et des genres associés 
Afin, d’étudier la diversité de l’espèce G. candidum dans les fromages et de choisir un candidat pour 
le séquençage, la première tache que j’ai accompli a été d’identifier les différentes souches du CIRM 
levures et les souches d’origine industrielle. Cela a alors posé la question de qu’est ce que G. 
candidum, question à laquelle je tâche de répondre dans cette première étude. 
En effet, l’histoire taxonomique de la levure Geotrichum candidum est longue et complexe (de Hoog 
et Smith, 2004). Découverte en 1809, cette levure a très souvent changé de nom, on compte 38 
synonymes dans le livre de référence The yeasts, Kurtzman et al. (2011). Considérée longtemps 
comme un champignon filamenteux avec des caractéristiques de levures, ce n’est que très 
récemment qu’elle a été intégrée au Saccharomycotina (levures hémiascomycètes). Afin de s’assurer 
de la nature taxonomique du matériel de départ, les 51 souches appelées G. candidum et fournies 
par les participants au projet Food Microbiomes, ainsi que 52 souches du CIRM-Levures ont d’abord 
été testées pour leur appartenance à l’espèce G. candidum par des méthodes moléculaires et aussi 
pour évaluer la variabilité intra-spécifique intrinsèque de la population. Le marqueur moléculaire 
utilisé est celui de la séquence codante du gène ACT1 (Daniel et Meyer, 2003). Un total de 650 pb de 
77 séquences a été comparé aux deux souches types de l’espèce. Très peu de diversité intra-
spécifique a été observée. C’est un résultat surprenant qui est en désaccord avec ce que l’on pensait 
sur la variabilité intra-spécifique chez cette espèce décrite par Chromosome Length Polymorphisms 
(CLP) sur la taille des chromosomes (Gente et al., 2002a), les expériences de Random Amplified 
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Polymorphic DNA (RAPD) (Gente et al., 2002b) et la variabilité des séquences ribosomiques (Alper et 
al., 2011). Nous avons montré que les méthodes citées ne constituent pas une bonne façon d’évaluer 
la diversité spécifique chez G. candidum. Notre approche, basée sur l’analyse des séquences des 
gènes codants, a été confirmée par les analyses MLST de 55 souches (voir plus bas). 
Nous avons néanmoins identifiées 2 souches fournies par les industrielles qui divergeaient de G. 
candidum. Elles ont été identifiées entant que G. fragrans. Finalement, nous n’avons pas rencontré 
de problèmes pour identifier G. candidum et elle est la seule espèce du genre Geotrichum utilisée 
dans les fromages. 
Les phylogénies existantes de Geotrichum candidum et des espèces proches Galactomyces sp., 
Dipodascus sp., Magnusiomyces sp. et Saprochaete sp. ont, jusqu’à présent, été basées sur la 
comparaison de séquences de l’ADN ribosomique (SSU et ITS). La validité de ces marqueurs pour les 
études de phylogénie est aujourd’hui contestée. Il vient d’ailleurs d’être montré que les séquences 
ribosomique présentaient une grande variabilité intra-spécifique (Alper et al., 2011). Une analyse 
multigénique a été entreprise en utilisant la concaténation de gènes de ménage présents en simple 
copie dans le génome et codants pour des protéines : l’exon2 du gène codant pour l’actine ACT1, les 
gènes codant pour des sous-unités de l’ARN polymérase RPB1 et RPB2 et TEF1α, gène codant pour le 
facteur d'élongation alpha.  
Nous avons donc dans un premier temps confirmé que G. candidum appartenait bien au 
Saccharomycotina et qu’elle a une position basale dans l’arbre des Saccharomycotina avec pour plus 
proche parent Yarrowia lipolytica (Dujon et al., 2004). 
De plus, l’étude a aussi pu mettre en évidence les dangers intrinsèques du à une taxonomie très 
changeante et non logique. En effet les anamorphes des espèces du genre Geotrichum ne sont pas 
des Candidum mais des Geotrichum. Ainsi, G. candidum ou Gal. candidum est très fréquemment 
confondu avec Gal. geotrichum. Cela a eu pour effet la description des deux nouvelles espèces 
invalidées depuis par les travaux de Groenewald et al. (2012) : G. bryndzae et G. silvicola.  
Nous proposons ici, afin d’éviter toutes nouvelles erreurs de réinstaurer le nom d’espèce G. 
candidum En effet, cette espèce est très utilisé dans l'industrie biotechnologique et agro-alimentaire 
sous la dénomination Geotrichum candidum. De plus, le genre Galactomyces a été décrit comme 
noms de genre d'espèces téléomorphes des espèces Dipodascus et Geotrichum (de Hoog et Smith, 
2004).  
Le 18e congrès international de botanique, qui s'est tenu en Juillet 2011, a adopté un amendement à 
l'article 59 du Code international de nomenclature botanique qui abandonne la double nomenclature 
traditionnellement utilisé en mycologie pour désigner les formes sexuées et asexuées d'une espèce 
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fongique (Norvell, 2011). La règle de « Un nom, un champignon » s’impose et un nom doit être choisi 
pour le genre Geotrichum / Galactomyces. Le choix du genre décrit plus récent est recommandé par 
le code, mais dans le cas de Geotrichum / Galactomyces les diverses raisons présentées ci-dessus 
plaident fortement en faveur de Geotrichum. 
L’accès récent au génome de G. candidum CLIB 918 (voir plus bas) pourra à l’avenir, conduire au 
développement de nouveaux marqueurs nécessaires pour obtenir une phylogénie comprenant 
l’ensemble des espèces associés aux clades Geotrichum et Magnusiomyces étant donné que celles-ci 
ne vont pas être séquencées, par exemple MCM7, NIP1, TSR1, CDC60 ou UBA1 (Aguileta et al., 2008). 
 
Mis en place d’un schéma MLST pour le typage de Geotrichum candidum 
L’objectif était ici de répondre à la nécessité d'une meilleure compréhension de l'évolution de G. 
candidum tout en fournissant également des outils pour étudier les souches industrielles utilisées 
dans la fabrication du fromage. La disponibilité du génome de G. candidum nous a fait choisir la 
méthode de typage la plus reproductible qui est la MLST. Cette approche devait aussi nous permettre 
de mieux connaître la diversité intra-spécifique de l’espèce Geotrichum candidum. En s’inspirant de 
schémas MLST mis en place pour d’autres levures, un schéma MLST a été établi avec l’analyse 
d’environ 500pb de 5 gènes de ménage, NUP116, SAPT2, SAPT4, URA1, URA3 sur 55 souches de G. 
candidum d’origine variée. La première difficulté rencontrée ici, a été de trouver des loci 
suffisamment divergeant pour mettre en place le schéma MLST. En effet l’étude et le séquençage de 
14 gènes supplémentaire s’est montré infructueux. Ce qui nous montre encore une fois que la 
diversité génétique de G. candidum a été quelque peu surestimée. Cette étude MLST a permis de 
mettre en évidence 30 séquences types distinctes et de détecter trois groupes. Le premier est 
composé de 11 souches clairement distinctes (11 ST) d’origine diverse (sable, yaourt, silo à grain, 
crème, fromage…) ; le second est composé d’un plus grand nombre de souches, 40 au total, toutes 
isolées de produits laitiers, auxquelles s’additionnent deux souches isolées de fèces, mais dont 
l’origine est vraisemblablement un produit laitier, puisqu’elles ne sont pas distinguables des souches 
isolées de fromage. 
Cette analyse indique aussi que la divergence génétique qui existe entre ces souches est faible. Cette 
faible diversité observée pourrait être due à une spécialisation récente de G. candidum dans 
l’écosystème fromager, son mode de propagation ou l’utilisation systématique d’un petit groupe de 
souches technologiquement performantes. Chez certains champignons, il existe très peu d’échanges 
génétiques. C’est pourquoi nous avons cherché à connaitre le mode de propagation de cette espèce 
du point de vue moléculaire. A partir de la séquence génomique de G. candidum, il a été possible 
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d’identifier le locus sexuel et un gène qui présentait une similarité de séquence avec des gènes MAT 
des champignons. Nous avons ainsi identifié l’un des gènes du signe sexuel que nous avons appelé 
MATA chez la souche séquencée. L’autre gène, MATB, a été mis en évidence lors de l’analyse de la 
même région dans plusieurs souches. L’analyse du génome nous permet d’affirmer que G. candidum 
est hétérothallique. Le signe sexuel des 55 souches de G. candidum a ainsi pu être déterminé et le 
gène MATB a été séquencé. En détectant la présence des deux types sexuels dans les souches 
haploïdes G. candidum, nous avons pu analyser pour la première fois l'ampleur des échanges 
génétiques dans G. candidum. La répartition assez uniforme des types sexuels dans la population 
étudiée est cohérente avec l'absence de clonalité, même dans la sous-population issue du fromage. 
Cela impliquerait que les échanges de matériel génétique ont même lieu dans le fromage. En accord 
avec cela, il a déjà été observé que les souches du complexe Debaryomyces hansenii isolé du fromage 
étaient principalement des diploïdes ou hybrides (Jacques et al., 2009; Jacques et al., 2010), ce qui 
laisse penser que l'environnement peut influer sur la formation de diploïdes et hybrides. La présence 
de diploïdes chez G. candidum a été rarement observée, nous n’en avons trouvé que sept parmi les 
62 souches. Ainsi l'absence de clonalité que nous avons observé dans G. candidum indique plutôt que 
les événements de recombinaison sont fréquents et que la méiose est un processus efficace de G. 
candidum. 
Le deuxième résultat majeur de l'analyse MLST est le regroupement quasi de toutes les souches de 
fromage dans un clade dans un nombre limité de ST, tandis que l'autre clade contient un mélange de 
souches environnementales et du fromage tous distincts les uns des autres. Les souches restantes 
sont sur de longues branches entre clade I et II clade. La position intermédiaire des souches pouvant 
être le résultat de l'accouplement entre le clade I et clade II. Un tel placement intermédiaire de 
souches entre les principaux clades industriels / spécialisée n'est pas sans rappeler certaines souches 
de S. cerevisiae comme le décrit Liti et al. (2009) dans leur étude de génomique des populations. De 
même, les souches du clade II ne sont pas sans rappeler les configurations retrouvées chez les 
levures de vin européennes ou les levures de saké. 
Deux hypothèses peuvent être avancées pour l'origine des souches du clade II: l'une serait une 
adaptation forte à l'environnement fromage et la fabrication du fromage liée aux activités de 
l'homme, l'autre serait la sélection naturelle de souches ayant la capacité de faire face à un tel 
environnement. A ce stade, nous ne pouvons pas choisir entre ces deux possibilités. 
Étonnamment, le regroupement des souches de G. candidum en deux populations distinctes n'est 
pas sans rappeler la façon dont les souches de S. cerevisiae se groupe en fonction de leur origine ou 
de leur implication dans un processus spécifique (Legras et al., 2007; Liti et al., 2009; Schacherer et 
al., 2009). De plus, les souches de S. cerevisiae domestiqué par l'homme, et en particulier les levures 
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de vin, ont montré peu de diversité génétique contrairement aux souches sauvages de S. paradoxus 
(Liti et al., 2006; Liti et al., 2009). La divergence de séquence globale pour les souches de G. 
candidum issues du clade « fromage » (0,3%) est encore inférieure à celles déterminé pour la levure 
S. cerevisiae vin (1,2%). Cela reste en accord l’hypothèse d’un processus évolutif similaire chez deux 
espèces industrielles. Il est probable que les souches de S. cerevisiae issues du vin ont la même 
origine (Legras et al., 2007). L’évolution de G. candidum peut avoir lieu en utilisant les mêmes 
mécanismes, dont certains sont liés aux activités humaines. 
La recherche de variabilité intra-spécifique étant longue et couteuse, nous avons mis au point une 
nouvelle méthode de typage, non pas pour remplacer la MLST, mais plutôt en soutien à cette 
dernière. Cette méthode est basée sur la variabilité des insertions de séquences répétées, les Long 
Terminal Repeats (LTR) qui bordent les transposons Ty. Auparavant développée chez K. marxianus et 
D. hansenii (Sohier et al., 2009) ou S. cerevisiae (Legras et Karst, 2003), cette méthode permet 
l’amplification PCR des séquences séparant les LTR, conduisant à un profil unique par souche. 
L’avantage de cette méthode est qu’elle permet de suivre les variations récentes dans le génome au 
contraire de la MLST qui dépend de la fixation effective de mutations. En conséquence, cette 
méthode a pu différencier des souches qui ne l’étaient pas par MLST. Rapide et peu couteuse, on 
peut envisager utiliser cette méthode en routine pour le suivi de la dynamique des populations de 
levures dans le fromage en cours d'affinage. La variabilité obtenue par analyse des profils de PCR 
inter LTR est bien plus importantes que celle obtenue par MLST. Elle rejoint donc les précédentes 
analyses effectuée par RAPD ou CLP (Gente et al., 2002a; Gente et al., 2002b). L’explication la plus 
plausible est que les deux divergences observées ne sont pas nécessairement liées. Ainsi, si l’on 
étudie via la MLST la divergence génétique via la fixation de mutation, les trois autres méthodes 
mettent l’accent sur une divergence de structure au sein même du génome de G. candidum. Cette 
divergence peut être du à des événements de recombinaisons liés à la sexualité fréquents chez G. 
candidum, mais comme nous le verrons plus tard, cette divergence structurale peut être corrélée 
avec le nombre importants de transposons détectés dans le génome de cette levure. En effet comme 
le montre différentes études (Casaregola et al., 1998; Rachidi et al., 1999; Zolan, 1995), les 
transposons peuvent avoir un rôle dans la plasticité des génomes. 
Ces travaux vont être poursuivis avec l’ajout de deux nouveaux marqueurs. On peut déjà observer 
que certaines souches semblent se regrouper selon leur région d’origine, ce qui serait in argument 
positif pour une spécificité de terroir et/ou de production. C’est en particulier le cas pour les souches 
isolées de Haute-Savoie qui ne sont jamais associées avec les souches d’Auvergne ou de Normandie. 
Il pourrait être à l’avenir intéressant à l’avenir de chercher des gènes correspondant à une sélection 
purifiante ou une sélective positive plus rapide. Les traces de sélection purifiante (dN/dS << 1) 
Conclusions et Perspectives 
 
145 
pourront être recherchées pour pointer les gènes qui, s'ils déterminent l'association de la levure avec 
le fromage, sont soumis à une forte sélection. Et si certains gènes peuvent être des possibles gains de 
fonction par mutation, signalés par une sélection diversifiante (dN/dS > 1). 
Enfin, il apparait qu’un typage par l’étude du polymorphisme des microsatellites pourra aussi être 
envisagé. En effet bien que plus laboratoire « dépendant » cette méthode peut être préconisé pour 
l’étude de la variabilité d’espèces récentes (Haasl et Payseur, 2011). 
  
Obtention et analyse du génome de Geotrichum candidum CLIB 918  
Afin d’augmenter les données pour les analyses méta-génomique et d’obtenir le génome de l’une 
des rares levures majeures des fromages à ne pas avoir été séquencée, nous avons décidé de 
séquencer le génome de la levure G. candidum. Un premier travail expérimental et de bibliographie a 
consisté à choisir une souche représentative de l’espèce. Notre choix s’est porté sur la souche FM74 
(déposée au CIRM-Levures sous le nom CLIB 918 = ATCC 204307), car c’est une souche française, 
haploïde, isolée de fromage (Pont l’Evêque) et qui a fait l’objet de nombreuses études à la fois 
technologiques, physiologiques et moléculaires. 
L’étude globale du génome de G. candidum a révélé que cette espèce pourrait être considérée 
comme une levure intermédiaire. En effet de nombreux éléments rapprochent G. candidum des 
champignons. 
 La taille du génome de G. candidum est de 24,8 Mb. Ce qui fait du génome de G. candidum, le 
plus grand génome de levure haploïde séquencée à ce jour. L’annotation automatique Eugène 
s’est montrée très performante pour prédire les gènes de Geotrichum candidum. L’obtention et 
le bon mapping des séquences d’ARN totaux est une véritable chance pour affiner cette 
annotation. Un total de 6802 gènes codant pour des protéines ont été annoté par Eugène.32% 
de ces gènes sont composé d’au moins un intron, ils sont 14,9% chez Y. lipolytica et 5% chez S. 
cerevisiae. Enfin, 38,2% de la séquence génomique est constituée de séquence codante.  
 G. candidum possède un grand nombre de gènes introniques (32%) avec une séquence 
consensus des sites d’épissages d’introns en 5’ peu conservé et une taille moyenne de 138 pb 
 Une grande variété de transposons a été détectée par une analyse des séquences par le logiciel 
REPET. Nous ne retrouvons de transposons avec en particulier des transposons uniquement 
trouvés jusqu’à maintenant chez les champignons filamenteux et pas chez les levures, les MITEs.  
 315 gènes sans orthologues chez les levures hémiascomycètes ont été trouvé par une analyse 
par comparaison de similarité de séquence aux diverses organismes séquencés. Ces gènes font 
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partie d’un ensemble de 583 gènes annoté automatiquement par rapport aux champignons 
filamenteux. Parmi eux certains sont à la fois dans les deux taxons. Dans ce cas, il existe une 
famille de gènes de type levures et une famille de gènes de type champignons filamenteux ; les 
gènes de G. candidum d’intérêt sont soit dans l’une des familles, celle des champignons 
filamenteux, soit dans les deux familles. L’analyse des introns présent dans les gènes de 
champignon conservé chez G. candidum a permis de montré que la perte d’introns s’est effectué 
assez tôt après la différenciation avec les champignons 
 Une structure du locus du mating-type proche de celle des champignons avec seulement 1 seul 
gène présentant une région conservée HMG-box ou alpha-box dans chaque mating type. 
 
L’ensemble des gènes de champignons filamenteux identifiés sont en train d’être testés par analyse 
phylogénétique. Une collaboration a été mise en place avec l’équipe de Toni Gabaldon (CRG's 
Bioinformatics and Genomics, Barcelone), afin de systématiser l’analyse phylogénétique des gènes 
détectés. L’analyse devra fournir un arbre phylogénétique pour chaque gène et nous permettra de 
statuer pour chacun d’entre eux entre l’hypothèse d’un transfert horizontal de gène ou une 
conservation de gène d’origine fongique chez G. candidum. A l’avenir, les données de séquençage 
devenant de plus en plus nombreuses y compris chez les champignons filamenteux, il est certain que 
l’existence de nouveaux transferts de gène eucaryote à eucaryote seront à nouveaux décrits. 
L’ensemble des gènes de champignons filamenteux chez G. candidum est principalement impliqué 
dans le métabolisme, mais on y retrouve également certains gènes de ménage, ce qui pourrait 
suggérer que ces gènes pourraient être issus d’un événement de transfert horizontal massif, lors 
d’une hybridation par exemple. En effet, les gènes de ménage ne sont pas sélectionnés lors de 
transferts horizontaux chez les eucaryotes. Une autre possibilité est que ceux-ci aient été conservés 
pour assurer l’expression des gènes du métabolisme conférant un réel avantage dans l’adaptation de 
G. candidum dans son milieu. 
Les analyses phylogénétiques indiquent également qu’une autre catégorie de gènes, clairement issus 
de transferts horizontaux eux aussi, ont des origines différentes, comme une spermine/spermidine 
synthase dont la source la plus probable se trouve chez les basidiomycètes, alors que les autres 
transferts horizontaux semblent provenir de champignons Euascomycètes. La présence de ce gène 
chez d’autres espèces du genre Geotrichum est entrain d’être recherché. Une étude récente 
présente la phylogénie des gènes de spermine et spermidine synthase chez tous les organismes. 
L’arbre phylogénétique montre que les de spermines synthases trouvés chez les levures et les gènes 
de spermidine synthases trouvés chez tous les Ascomycètes sont paraphylétique. Il dérive alors d’un 
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ancêtre commun (Minguet et al., 2008). L’absence de la spermine synthase chez les champignons 
filamenteux peut alors s’expliquer par la non-duplication ancestrale du gène chez ces derniers. Le 
gène ancestral serait alors une spermidine synthase présente chez tous les ascomycètes. En ce sens, 
chez G. candidum sont présent un gène de spermine synthase mais pas de spermidine synthase. La 
perte de spermidine synthase tend vers une seule histoire évolutive. L’hypothèse la plus 
vraisemblable est que ce dernier ait perdu le gène de spermidine synthase et que cette perte ait été 
compensée par l’apport d’une spermide/spermidine synthase d’origine fongique. A l’avenir, il 
pourrait être intéressant de caractériser la spermide/spermidine synthase de G. candidum en la 
clonant chez une souche de S. cerevisiae ΔSPE3 et sur une souche ΔSPE4. La complémentation de 
ΔSPE3 permettrait de conforter notre hypothèse quant au rôle de cette enzyme chez G. candidum. Si 
la souche ΔSPE4 complémentée produit de la spermine, la double capacité de la 
spermine/spermidine synthase serait démontrée. Les différents résultats contradictoire quant à la 
production de spermine chez les champignons filamenteux (Marshall et al., 1979; Nickerson et al., 
1977; Paulus et al., 1982), pourrait être expliquée par le fait que cette dernière enzyme est soumise à 
des régulations du aux conditions de cultures. 
La présence du gène de spermine/spermidine synthase chez les espèces proches de G. candidum est 
en train d’être testée au laboratoire. Cela permettra d’estimer la date du HGT. La présence de la 
spermidine synthase devra aussi être testée pour essayer de corréler la perte du gène et le gain par 
transfert horizontal. Existe-t-il des souches possédant trois enzymes impliqués dans la synthèse des 
polyamines, est ce spécifique à G. candidum, est ce que l’apport de ce gène est lié à des activités 
associé au métabolisme du soufre.  
Nos travaux permettent de mieux comprendre la confusion qui existait sur la position taxonomique 
de cette levure qui est restée longtemps classée parmi les champignons, car elle présente du fait de 
l’origine d’un certain nombre de ses gènes, plusieurs caractéristiques de champignons filamenteux. 
Des efforts sont apportés à une meilleure compréhension de l’apport de ces gènes dans l’adaptation 
de G. candidum à l’environnement fromager. Au-delà de l’utilisation du génome dans les travaux de 
métagénomiques du projet, la mise à disposition de ce génome annoté pour la communauté 
scientifique constitue un apport substantiel de notre travail dans ce projet. 
Le séquençage de G. candidum révèle une nouvelle perspective dans la compréhension de l’évolution 
des levures et leur adaptation à leur milieu. Le grand nombre de gènes de champignons conservés 
par G. candidum au cours de l’évolution, révèle peut être une adaptation en deux étapes jusqu’a 
aujourd’hui. G. candidum est retrouvé fréquemment dans un environnement végétal et la 
conservation de gènes comme les endoglucanases et le polygalacturonase révèle une adaptation à 
cet environnement. On peut alors très bien concevoir, que G. candidum ait colonisé les fromages 
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lorsque ceux-ci étaient encore posés sur des planches de bois. L’activité humaine n’aurait alors été 
que le révélateur d’une sélection naturelle de souches ayant la capacité de faire face à un tel 
environnement. 
La séquence a été utilisée dans les projets ANR « Food Microbiomes » et « ExEco ». Il a été montré 
que G. candidum est la levure la plus transcriptionellement active dans un écosystème fromager 
artificiel contenant plusieurs bactéries et trois levures Kluyveromyces lactis, Debaryomyces hansenii 
et Geotrichum candidum. 
Il reste bien entendu du travail a effectué sur le génome mais j’espère que les pistes que j’ai suivi 
dans ce manuscrit constitueront une bonne base pour mes successeurs. A l’avenir je pense qu’il 
serait intéressant de séquencer d’autres espèces de ce clade présentées dans le chapitre 1 des 
résultats. Le séquençage de novo d’une espèce du genre Magnusiomyces pourrait révéler de 
nouveaux transferts horizontaux ou de nouveaux gènes de champignons filamenteux conservés. Cela 
permettra de confirmer les transferts horizontaux décrits chez G. candidum.  
L’accès à une telle séquence permettra de mieux comprendre le processus évolutif de G. candidum. 
De plus le séquençage d’une souche de G. candidum isolée de l’environnement pourrait nous 
renseigner sur les évolutions récentes de G. candidum dans l’écosystème fromager comme cela a été 
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La levure Geotrichum candidum : taxonomie, biodiversité et génome 
RESUME 
Geotrichum candidum est une levure hémiascomycète ubiquitaire longtemps considérée comme un 
champignon filamenteux. C’est l’une des levures les plus fréquemment trouvées dans les fromages dans les 
quelles elle contribue à l’affinage. Dans le cadre du projet ANR ALIA Food Microbiomes en partenariat avec des 
industriels fromagers et producteur de levain, nous avons caractérisé l’espèce G. candidum par une étude 
phylogénétique et placé de manière non ambigüe G. candidum parmi les levures hémiascomètes. Une analyse 
MLST a permis de séparer les souches étudiées en deux groupes. Le premier contient essentiellement des 
souches environnementales tandis que le second ne contient que des souches isolé du fromage. Cela suggère 
une certaine sélection ou spécialisation d’un groupe de souche dans la fabrication du fromage. Une méthode 
de typage inter LTR plus discriminante a permis de typer l’ensemble des souches et peut fournir aux industriels 
un outil robuste pour le suivi d’une souche en production. Le génome de G. candidum CLIB 918 = ATCC 204307 
a été séquencé. Les premières analyses ont mis en évidence des discontinuités évolutives parmi les gènes qui 
le composent. Parmi les 6802 gènes identifiés, 315 gènes présentent des orthologues chez les champignons 
filamenteux et non chez les levures. Cela suggère que durant l’évolution, G. candidum a conservé un grand 
nombre de gènes qui a été perdu chez les autres levures ou en a reçu certain par transfert horizontal de gènes. 
L’existence de ce même type de gènes chez d’autres levures ayant une position basale dans l’arbre des 
hémiascomycètes, suggère que G. candidum et ces levures ont une position intermédiaire lors de la transition 
évolutive champignon vers levure. Il est à noter que certains d’entre eux sont impliqués dans le métabolisme 
et pourraient jouer un rôle dans l’adaptation de cette levure à la fabrication du fromage. 
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The yeast Geotrichum candidum: taxonomy, biodiversity and genome 
ABSTRACT 
Geotrichum candidum is a hemiascomycetous yeast frequently found in the environment and foodstuffs. It is 
one of the main yeasts in cheese and it is widely used as adjunct culture in the maturation of cheese. Within 
ANR project ALIA Food Microbiomes in partnership with industry, we characterized the species the species G. 
candidum by a multigene phylogenetic study. MLST analysis allowed us to separate the studied strains into 
two groups. The first contains mainly environmental strains while the second contains only strains isolated 
from cheese. This suggests a specialization or a selection of a group of strains within industry. We developed a 
typing method by inter LTR profiles, which can provide a robust tool for an industrial monitoring of strains. The 
genome of G. candidum CLIB 918 = ATCC 204307 was sequenced. Preliminary analyses revealed evolutionary 
discontinuities among genes. 6802 genes where identified in which 315 genes have orthologs in filamentous 
fungi and not in yeast. This suggests that during evolution, G. candidum has retained a large number of genes 
which have been lost in other yeasts or has received some by horizontal gene transfer. The existence of this 
other yeasts also having a basal position in hemiascomycetous tree suggests that G. candidum and these other 
yeasts have an intermediate position during the evolutionary transition fungus to yeast. It is noteworthy that 
some of them are involved in the metabolism and may play a role in the adaptation of the yeast to the cheese 
environment. 
KEYWORDS 
Geotrichum candidum, taxonomy, biodiversity, evolution, genome, MLST, HGT  
